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1.1. ANTECEDENTES

Los citricos como las naranjas, mandarinas, limones, toronjas y demas son
considerados frutas universales de mayor produccion en méas de 100 paises a nivel
mundial; donde su cultivo esta por encima de la mayoria de las frutas haciendo que esta
tenga una importancia industrial que contribuye enormemente a la economia mundial.
(Salcedo, 2016)

En cuanto a la situacién de los citricos a nivel mundial: la produccién en 2021
se elevd hasta los 158.50 millones de toneladas, siendo Asia la principal region
productora, con el 51% del volumen. Le sigue Sudamérica y el Caribe con el 18%, la
Cuenta Mediterranea con el 15% y Sudéfrica con el 13%. (WCO, 2022).

Segun el Instituto Nacional de Estadisticas, en 2021 la produccién de citricos
en el pais alcanza a 455445 toneladas métricas, en especifico para Tarija la produccion
mas grande de citricos se encuentra en el chaco, con una produccion de 11046 toneladas
métricas. En cuanto al consumo per capita en Bolivia es de 24,56 kg/persona/afio. El
95 % de la produccion a nivel nacional es destinada al consumo interno para garantizar
la seguridad alimentaria de la poblacién. ElI 5% de la produccion es destinada a la
exportacion de fruta fresca, por ejemplo: limén por la Empresa Total Citrus de Santa

Cruz a paises como de Rusia y Reino.

La acumulacion de los residuos citricos de los sembradios, mercados y de la
industria de los jugos constituyen una problematica para el medio ambiente. diversos
paises incluyendo Bolivia no existen gestiones que se apliquen al manejo y
aprovechamiento de estos residuos, los cuales representan aproximadamente mas del
50 % del total de la fruta, por ello es necesaria una gestion integrada de estos residuos

de acuerdo al concepto de "reducir, reutilizar y reciclar”. (Salcedo, 2016).

Hoy en dia, varios son los usos alternativos que se dan a este tipo de residuo,
entre ellos algunas involucran procesos biotecnoldgicos para obtener diferentes
compuestos bioldgicos, tales como el bioetanol de segunda generacién como

biocombustible, pellets citricos con destino a la alimentacion animal por su alto valor



nutricional, obtencion de D-limoneno un aceite esencial con amplio uso en industria
farmaceutica, alimentaria e insecticida, produccion de agua purificada por procesos de

evaporacion y condensacion, fertilizantes organicos, biogas, etc. (Benitez, 2016)

Haciendo un analisis mas exhaustivo, en especifico sobre el bioetanol hasta el
2019, se ve reflejado el incremento en un 4,6 % en la produccidn. Los paises que lideran
la produccién son: Estados Unidos 15 800 millones de galones y Brasil con 8 620
millones de galones anuales en 2019, siendo la materia prima cascara de maiz y cafia

de azucar respectivamente. (Garside, 2019).

El presente trabajo, pretende demostrar una alternativa para la reutilizacion de
los residuos citricos, obteniendo etanol (bioetanol). Estos residuos son recolectados del
municipio de Cercado: en la zona del relleno sanitario, en los diferentes mercados de
la ciudad y en industrias que se dedican a la produccién de jugos a partir de citricos. Se
tomaré en cuenta la posibilidad de recolectar citricos que poseen tanto cascara como

también pulpa.

Los métodos para la obtencion de etanol son diversos, en este caso se abordara
la obtencidon de etanol que consta de un pretratamiento hidrotérmico alcalino, la

extraccion de aceites esenciales.

Al usar el pretratamiento alcalino se espera: aumentar el area superficial y de
cierta manera quebrar o modificar la estructura de la celulosa y hemicelulosa ademas
de reducir lignina y por ultimo reduce la cristalinidad de la celulosa. Mientras que
cuanto se presentan tratamientos con altas temperaturas y presiones presentan

compuestos inhibidores.

La hidrdlisis acida transforma la celulosa, hemicelulosa a azUcares reductores
y totales, los cuales, por fermentacion, son reducidos a alcoholes y un altimo paso que

nos lleva a la purificacion del alcohol obtenido mediante la destilacion.



1.2.0BJETIVOS
1.2.1. Obijetivo general

Determinar el proceso optimo de tratamiento para el material lignoceluldsicos
(pretratamiento, hidrolisis, fermentacion y destilacion) de los residuos citricos
en la generacion de etanol del municipio de Cercado.

1.2.2. Objetivos especificos

Analizar la cantidad de holocelulosa presente en los citricos y azlcares reductoras
iniciales de la materia prima.

Seleccionar el proceso experimental optimo en cuanto a las fases pretratamiento,
hidrdlisis y fermentacion para la obtencion de etanol.

Ejecutar la fase experimental del proceso de obtencion de etanol.

Examinar la cantidad de azlcares reductores de los sustratos obtenidos en la etapa
de hidrdlisis, como también los obtenidos previo a la etapa de fermentacion.
Determinar el rendimiento del proceso tecnoldgico de obtencion experimental de
etanol en la etapa de hidrdlisis.

Determinar el rendimiento del proceso tecnoldgico de obtencidn experimental de
etanol en la etapa de fermentacion.

Analizar y caracterizar la calidad de alcohol obtenido.

1.3. JUSTIFICACION

1.3.1. Justificacion Social

La cantidad de residuos organicos vegetales y frutales que se genera en el
municipio se ha convertido en un problema enorme que afrontar en los ultimos
afios; debido al aumento poblacional, el consumo que este genera y lo mas
importante por la disminucion de la capacidad del relleno sanitario del
municipio.

Estas condiciones dan paso a la proliferacion de microorganismos que producen
diferentes enfermedades a la poblacion de la ciudad, cercano a los mercados y

a la zona de del botadero municipal.



1.3.2.

1.3.3.

Por una parte, el presente trabajo pretende contribuir al estudio cientifico de las
alternativas para la obtencion de etanol usando residuos que contengan material
lignocelulosico y aplicando hidrolisis a bajas concentraciones de &cidos, de esta
manera reducir los desechos que van directo a las zonas externas a la ciudad y
crean las condiciones ya descritas.

Justificacion Tecnoldgica

Con el proyecto de investigacion se pretende contribuir a la optimizacion del
proceso de obtencion de etanol comun para los residuos lignocelul6sicos,
proponiendo un pretratamiento que en primera fase estd constituida por
extraccion de aceites esenciales; ya que son elementos perjudiciales para la
sintesis de etanol, en especial aquellos que llevan el uso de los residuos citricos,
de esta manera mejorar la calidad y cantidad de etanol (bioetanol) a obtener.
Los aceites esenciales son un subproducto que tiene un alto valor agregado.
Este proceso fue planteado por diversos autores, presentes en este proyecto de
grado, que describen una mejora sustancial en la sintesis de etanol.

Como segunda fase el uso de una base para su deslignificacion que permite
reducir la concentracion de los &cidos a utilizar. Reduciendo la contaminacion
que este provoca. Ademas de la seleccion de un proceso de hidrolisis y
fermentacidn que evita el proceso de separacion de acidos del mosto y que
produce pérdidas de azucares reductores y aumenta la cantidad de inhibidores
durante el proceso.

Considerando también la posibilidad de implementar el proceso en la industria
de jugos naturales u otros que generan residuos citricos o lignoceluldsicos e
introducir un nuevo producto al mercado en base al uso y aprovechamiento total
de los mismos.

Justificacion Medioambiental

Debido a la alta demanda de productos citricos y la formacién de residuos a
partir de esta, se ha visto necesario reducir la contaminacién ambiental que se
genera en la ciudad en especial en los mercados, vertederos y zonas alejadas de

la mancha urbana que son una fuente de proliferacion de microorganismos, o



1.3.4.

1.3.5.

en caso de las industrias pues genera una gran cantidad de desechos, efluentes
y subproductos que llegan a causar problemas de contaminacion en zonas
aledarias.

Es importante mencionar que la sociedad actual posee una gran exigencia en
cuanto a recuperar, reciclar y aprovechar los residuos que se generan por las

actividades del hombre.

Como se mencionaba, los procesos que se llevan a cabo pretenden reducir la
contaminacion por los residuos de los citricos ademas que con el proceso
tecnoldgico a plantear se pretende reducir el uso de &cidos en alta concentracion

y su impacto que tienen con el medio ambiente.

También mencionar que durante el proceso se pueden obtener como
subproductos aceites esenciales, que son de alto valor agregado.

Justificacién Econdmica

Con el desarrollo 6ptimo de todas las fases en el pretratamiento se pretende
reducir el costo de obtencion de etanol (bioetanol) que por métodos normales

se lo considera de alto costo al utilizar acidos fuertes.

Ademas, que los subproductos pueden generar un apoyo en la industria citrica
en el uso eficiente de la materia prima en su totalidad ya que estos contienen un

gran potencial de comercializacion.

Apoyar a la economia de la poblacién al implementar una opcién mas para el
cuidado y desinfeccion de los materiales con el uso de un alcohol etilico
generado de recursos renovables o el uso del producto como combustible

cuando se mezcla con gasolina.
Justificacion personal

Con la investigacion se pretende demostrar lo aprendido en los afios de
formacion en la casa superior de estudios en la carrera de Ingenieria Quimica.
Aportando conocimientos que ayuden a la comunidad universitaria y a la

sociedad boliviana.
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2.1. ASPECTOS TECNICOS Y OTRAS CONSIDERACIONES

Obtener etanol, bioetanol, depende de la materia prima para la seleccion del proceso
eficaz, por ejemplo, cuando se pretende partir de material que contiene almidon el

proceso de pretratamiento, e hidrdlisis son diferentes a los que contiene celulosa.

A nivel econémico, el utilizar material lignocelulésico significa la posibilidad de
obtener bioetanol, etanol, a un precio méas asequible. Los residuos son considerados
materia prima econémica, sostenible; y el proceso es amigable con el medio ambiente.
En este capitulo se abordara los conceptos necesarios para desarrollar el proyecto de
grado. Pues los residuos de citricos son materiales tanto lignocelulésicos por parte de

la cascara y material azucarado pues la pulpa es rica en carbohidratos.

2.2. MATERIA PRIMA

2.2.1. Residuos citricos

Los alimentos pasan por diferentes etapas dentro de la cadena alimentaria. A lo largo
de este proceso se produce una reduccion de la cantidad de alimentos aprovechables,
aunque no siempre se consideran un desperdicio de alimentos “por ejemplo, durante
los procesos de transformacion y preparacion se desechan partes no comestibles de los

alimentos como huesos, espinas, cascaras...”(ltziar, 2016).

En Bolivia la produccion de citricos alcanzé el afio 2019, segln datos del Instituto
Nacional de Estadisticas (INE), una produccion de 581302 toneladas metricas de
citricos. En el departamento de Tarija para el afio 2019 se tiene una produccién de
30142 toneladas métricas de citricos, los cuales tienen diferentes fines tanto
industrializacion y para el consumo en fresco, enviando los productos a las capitales de

las provincias.

Tarija genera alrededor de 175 toneladas de basura diaria, si se toma en cuenta el
mercado Campesino, este genera alrededor de 5 toneladas de basura al dia. Como la
mayoria son productores agropecuarios, el 60 a 70 por ciento es basura organica. No

se llega a profundizar en cuanto al porcentaje de residuos citricos en el mercado



campesino como tampoco en el del relleno sanitario de la zona de Pampa Galana.
(Patifio, 2020)

A Partir del 2018 la alcaldia del municipio de Cercado implemento un “Plan de Gestion
de Residuos Solidos para los mercados CRAMA y CERCAT que componen un sector
del mercado Campesino. El objetivo general de este proyecto es implementar la
recoleccion diferenciada de residuos sélidos en los mercados CRAMA y CERCAT, a
través de la separacion en origen y la recoleccion diferenciada, a fin de disminuir la
cantidad de residuos sélidos organicos e inorganicos que son dispuestos en el relleno
sanitario Pampa Galana, convirtiendolos en mercados modelos y saludables. (Tarija,
2018)

Los citricos son considerados como materias primas para la generacion de
biocarburantes de segunda generacion que genera un beneficio medioambiental y

economico.
2.2.2. Composicién de los residuos citricos

Los residuos del fruto que incluyen céscaras, membranas, vesiculas de jugo y semillas
son descartados como residuos (Grohmann et al. 1994). En otros casos tanto pulpa

como cascara son desechados, estos también son considerados como residuos.

Los residuos citricos son materiales organicos biodegradables de tipo natural;
reutilizables que se pueden transformar en biocombustibles dependiendo de los

procesos que estos necesiten.

Los residuos citricos, segun los carbohidratos que contengan, poseen una composicion
variable. Entre los mas importantes para el trabajo de investigacion podemos

mencionar:
2.2.2.1. AzUcares reductores

Son carbohidratos, especificamente aldehidos o cetonas que conforman la base de los

monosacaridos.



Los carbohidratos pueden dividirse en reductores y no reductores, los reductores son
los més comunes y tienen un grupo funcional aldehido o cetona libre o potencialmente
libre, en caso de existir en forma ciclica. Por esta razén, estos compuestos tienen la
capacidad de actuar como agentes reductores al oxidarse facilmente a acido carboxilico
(Camacho M. X., 2009)

Los azUcares reductores suelen relacionarse con los azucares fermentables ya que, con
excepcion de la celobiosa y la lactosa, todos los azlcares reductores se pueden

fermentar.

En la tabla 11-1 se muestran la composicion quimica de diferentes citricos en cuanto a

materiales azucarados y agua.

Tabla I1-1. Composicion de material azucarado en citricos en base a 100 g de

fruta
Citrico Toj[al, e Glucosa  Fructosa Sacarosa  Agua
azlcares

Lima 1.90 0.80 0.80 0.30 80.00
Limon 3.16 1.40 1.35 0.41 90.10
Mandarina 9.20 1.54 1.18 6.46 87.00
Naranja 8.90 2.44 2.77 3.67 87.10
Pomelo 7.41 2.38 2.10 2.93 88.40

Fuente: (Alimentos, 2018)
Los azucares mas destacados son los siguientes:
a) Glucosa

Es un monosacarido que posee la formula molecular de C¢H120s. Posee un grupo
carbonilo en el extremo de la molécula. A partir de este compuesto es posible
sintetizar etanol por el proceso de fermentacion. En la figura 11-1 se presenta la

estructura de la glucosa.



Figura I1-1. Férmula estructural de la glucosa
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Fuente: (Wikipedia,2020)

b) Fructosa:

También Ilamado levulosa, es un monosacérido de seis carbonos. La molécula de
fructosa se caracteriza por poseer un grupo carbonilo en el segundo carbono de
una cadena de seis, por lo que se describe como una cetona y hexosa o

cetohexosa. (Zita, 2018). En la figura I1-2 se presenta la estructura de la fructosa.

Figura I1-2. Formula estructural de la Fructosa
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Fuente: Seminario UNAM
2.2.2.2. Materiales lignoceluldsicos

Son carbohidratos mas complejos que requieren de un pretratamiento para la obtencion

de azucares reductores los cuales son més féciles de reducir a etanol. Como ejemplos
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podemos nombrar, los residuos de poda, residuos agroindustriales, forestales, madera,

cascara de frutas, vegetales, etc.

En el caso de los materiales lignoceluldsicos estan compuestos de celulosa,
hemicelulosa y lignina principalmente. Pero se pueden encontrar componentes no
estructurales entre estos los terpenos, alcaloides y fenoles, tal como se muestra en la

figura I1-3.

Figura 11-3. Componentes y composiciones del material lignoceluldsico y sus

potenciales productos de hidrolisis

Acido i
fc')rmico A(EI(_iO Hemicelulosa
acético ﬁ celulosa —p Glucosa > HMF
Xilosa pentosas 1137 * 4 32-54 %
Furfural 14—, pinosa
Hexosas A
HMF G&Iactosa }4_/ Acido férmico
anosa Acido
i ¢ Glucosa Levulinico
Acido férmico
Acido
levulinico -
Lignina
8 Cenizas 0-0,2 %
17-32%
Compuestos
fendlicos Extractos

1-5%
Fuente: (Taherzadeh, 2007)

Tabla 11-2. Composicion de material lignocelul6sico de mandarina y naranja en

cascara
Citrico Hemicelulosa Celulosa Lignina
(%oMasa Seca) (%Masa Seca) (%oMasa Seca)
Naranja 11.00 37.10 7.50
Mandarina 6.00 22.50 8.60

Fuente: (Boluda-Aguilar, Garcia-Vidal, & Lopez-Gomez, 2010)

Por tanto, podemos expresar en la figura I1-4 la composicién de los citricos en general

presentado en la tabla I1-2.
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Figura 11-4 Grafica de componentes y composicion de la cascara de citricos

Cenizas (3-5%)
Extractos (1-3 %)

Lignina (7-9%)

Celulosa (22-37%)

Fuente: (Marin, Soler-Rivas, Benavente-Garcia, Castillo, & Pérez-Alvarez, 2007)
a) Celulosa:

La celulosa es parte de la pared celular. Se forma por la uniéon de moléculas de -
glucosa mediante enlaces B-1,4-O-glucosidicos. Victoria Cortinez menciona, “A través
de la hidrolisis, se origina glucosa. La celulosa es una larga cadena polimérica de peso
molecular variable, con férmula empirica (CsH100s)n, con un valor minimo de n =
200.”

Este residuo de glucosa es la unidad monomeérica de celulosa y el dimero, celobiosa, es
la unidad estructural repetitiva de la cadena. La cadena de celulosa esta polarizada, una
vez que hay un grupo no reductor en uno de sus extremos y en el extremo opuesto, hay
un grupo reductor. (Martins & Lelte, 2011)

La estructura de la celulosa se debe en gran medida a la presencia de enlaces covalentes,
enlaces de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals. (Waeonukul, 2013). Los amplios
enlaces de hidrogeno entre moléculas conducen a una matriz cristalina y fuerte la cual
se empaqueta en microfibrillas generando mayor fuerza y compactibilidad. (Limayem
& Ricke, 2013). En soluciones alcalinas se produce una hinchazon extensa de celulosa,
asi como la disolucion de fracciones del polimero (DP < 200). (Harmsen, Huijgen,
L.M.B, & R.R.C, 2010)



12

Las regiones amorfas estan formadas por cadenas de celulosa con una organizacion
mas débil, siendo mas accesibles a las enzimas y susceptibles a la hidrolisis. (Martins

& Lelte, 2011). Como se aprecia en la siguiente figura.

Figura I1-5. Estructura de la cadena de Celulosa. Lineas Punteadas y

solidas: enlaces de hidrogeno inter e intra moleculares
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Celubiosa

Cadena polimerizada

Fuente: (Martins & Lelte, 2011)
b) Hemicelulosa:

Las hemicelulosas son los segundos polimeros mas abundantes de la biomasa vegetal,
se encuentran entre el 15 al 35 % de la constitucion de las plantas y son quimicamente
homogéneos. Representan una gran fuente renovable de biopolimeros que pueden
contener pentosas (B-xilosa, al- arabinosa), hexosas (B D-manosa,  D-glucosa, aD -
galactosa) y / o acidos uroénicos (acidos aD-glucurdnicos, aD-4-O-metilgalacturonicos
y aD-galacturonicos). Estas moléculas estdn unidas por medio de enlaces (1,4) -

glicosidicos y ocasionalmente enlaces (1,3) — glicosidicos. (Martins & Lelte, 2011)

Tienen una masa molar mas bajo en comparacion con la celulosa y las cadenas laterales
cortas se hidrolizan facilmente. La estructura de la hemicelulosa difiere de acuerdo al

tipo de biomasa, por ejemplo, la paja y las hierbas se componen principalmente de
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xilano (Ver Figura Il- 6). Las hemicelulosas de la madera blanda son tipicamente

glucomananos (Ver figura 11-7). (Limayem & Ricke, 2013).

Debido a la diversidad de sus azucares, la hemicelulosa requiere una amplia gama de
enzimas para ser completamente hidrolizada en monémeros libres. (Limayem & Ricke,
2013)

Figura I1-6. Estructura de xilano de plantas herbaceas

‘f“ﬂ

HO CH=CHC=0

H,CO
Fuente: (J.S. & Popa, 2008)

Figura I1-7. Estructura de O- acetil-galactoglucomanano de plantas
herbéceas.

OH OH

COCH,C

Sl w RN T e N

Fuente: (J.S. & Popa, 2008)
c) Lignina

La lignina (del latin lignum: madera) es un polimero polifenolico que se deposita en

las paredes celulares secundarias, y a veces primarias, de las células de las plantas. Es
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una sustancia hidrofobica que elimina agua de las paredes celulares, limita la difusion
lateral, facilitando el transporte longitudinal y refuerza la resistencia mecénica de los
tejidos, ademas de hacer resistentes a las células frente a ataques bacterianos. (Barros,

Serk, Granlundz, & Pesquet)

Esta molécula es muy abundante en las plantas denominadas lefiosas y es el segundo
biopolimero mas abundante en la Tierra, tras la celulosa. Evolutivamente fue un gran
avance para las plantas terrestres. Los arboles pueden tener entre un 20 y un 30 % de
lignina, mientras que las hierbas por debajo del 20 %. Es el Gnico polimero carbonado
de la pared celular que no esta formado por monémeros de carbohidratos y por ello es
mas impermeable al agua. Aparecid con las plantas vasculares en el Devonico. (Barros,
Serk, Granlundz, & Pesquet)

Conformado principalmente de tres unidades fenil propano monoméricas
(monolignoles) basicas: alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico.
(Martins & Lelte, 2011). Estas unidades se unen mediante enlaces alquil-arilo, alquil-
alquilo y aril-aril-eter, causantes de la baja velocidad de degradacion y alta resistencia
a ser hidrolizada facilmente. (V. B. Agbor, 2011). Todo el proceso se resume en la

siguiente figura:

Figura 11-8. Unidades de monolignoles constituyentes de la lignina. 1: alcohol

p-cumarilico, 2: alcohol coniferilico, 3: alcohol sinapilico.

CH,OH CH,OH CH,0H
e = ""1
) B 1
o ”Lcncn] Hco” ™~ ocH,
aH aH OH
1 2 3

Fuente: (Gellerstedt & Henriksson, 2008)
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2.3. PRETRATAMIENTOS

Para la extraccion de los azucares tanto reductores como totales que estan dentro de los
materiales lignoceluldsicos, en la cascara de los citricos, es necesario romper la
estructura. La envoltura molecular compuesta por lignina y hemicelulosa, junto con la
cristalinidad de la celulosa, dificultan enormemente la descomposicion en glucosa
(hidrdlisis), por lo que es necesario un tratamiento previo que permita romper parcial
0 totalmente esta estructura y dejar expuesta la celulosa. (Harris, 2012). Logrando

obtener altos rendimientos en la hidrolisis posterior.

Los pretratamientos estan clasificados segun el principio de accién, con el fin de

romper la estructura de los residuos:

2.3.1. Pretratamientos mecanicos

2.3.1.1. Trituracion mecanica

Corresponde al rompimiento del material lignocelulésico por molienda, afectando asi
el area superficial, lo que aumenta la transferencia de masa y reduce la cristalinidad,
mejorando la accesibilidad. El costo energético de este método esta asociado al tamafio

de particula que se desee producir. (Brodeur, 2009).

Para reduccion de particula del tamafio de malla inferior a 40, tiene un efecto minimo
en los rendimientos de la hidrdlisis, asi como la tasa de hidrdlisis de la biomasa (Chang
& Holtzapple, 2000).

2.3.1.2. Molienda comprimida

Consiste en una molienda con un dispositivo sometido a una sobrepresion. Se obtiene
un material, mas homogéneo que con la trituracion mecanica y el tiempo es mas corto.
(Pérez, 2008).
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2.3.2. Pretratamientos térmicos

2.3.2.1.Explosion de vapor

Combina altas temperaturas (180-240°C) y presiones junto con una brusca
descompresion posterior, provocando disgregacion y ruptura de las fibras,
despolimerizacion y rotura de enlaces. Se obtiene un producto fibroso cuya celulosa es

mas accesible a la hidrélisis. (Tomas, 2009).
2.3.2.2. Agua liquida a alta temperatura (Ihw)

En este proceso se somete la biomasa al efecto de agua caliente a una temperatura entre
170 —230°C por un tiempo de 46 min. El objetivo de este pretratamiento es solubilizar
principalmente la hemicelulosa de la celulosa para hacerla méas accesible y evitar la
formacion de inhibidores. Para evitar la formacion de inhibidores, el pH debe
mantenerse entre el 4 y 7 durante el pretratamiento. Mantener el pH entre 4 y 7
minimiza la formacién de monosacéaridos y, por lo tanto, también la formacion de
productos de degradacion que puede seguir catalizando la hidrdlisis del material

celuldsico durante el pretratamiento. (Kohlmann, Westgate, & Sarikaya, 1995).

2.3.3. Pretratamientos quimicos
2.3.3.1. Hidrdlisis acida

Como pretratamiento emplea catalizadores acidos para transformar las cadenas de
polisacaridos que forman la biomasa en sus momeros elementales. (Galbe & Zacchi,
2002)

Siendo solamente usados a nivel industrial los acidos clorhidrico y sulfurico. Los
métodos industriales de hidrolisis acida se agrupan en dos tipos: los que emplean &cidos
concentrados (10-30%), trabajan a bajas temperaturas (170-190°C) y mayor tiempo de
residencia; y los que utilizan &cidos diluidos (1-5%), a temperaturas entre 160-240°C,
y tiempo de reaccion de 6-1 segundos. (Galbe & Zacchi, 2002). De tal manera que se

tiene una velocidad de reaccion veloz,
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Mientras que autores como Andrade, Camacho, lItziar, Aguilar, Boluda, Garcia y
demas; mencionan que para determinacion en laboratorio es preferente el uso de acidos
entre 1 al 9 % y para observar mejor la velocidad de reaccion y los cambios de la
materia prima el cambio las temperaturas varian del 50 a 150 °C con un tiempo aun
mayor de 4 a 8 horas. Teniendo intervalos suficientes para demostrar la curva de la

cinética de la reaccion.

La principal reaccion que ocurre durante el pretratamiento acido es la hidrdlisis de
hemicelulosa, especialmente xilano como galactomanano. La hemicelulosa puede ser
sometida a reacciones hidroliticas produciendo mondmeros, como furfural, HMF y

otros productos (Fengel y Wegener, 1984).
2.3.3.2.Hidrodlisis alcalina

Se lleva a cabo con NaOH diluido donde se sumerge el material lignocelulésico, a 60°C
por 24 horas, produciendo un hinchamiento de la biomasa, teniendo lugar reacciones
como solvatacion y saponificacion. Esto provoca un estado de inflamacion de la
biomasa, lo que la hace més accesible para enzimas y bacterias. Disoluciones de alcalis
fuertes dan lugar a hidrolisis alcalina, degradacion y descomposicion de polisacaridos
y rompimiento de radicales finales. La pérdida de polisacaridos es causada
principalmente por el rompimiento de radicales finales y reacciones hidroliticas
(Fengel y Wegener, 1984). En este proceso se utiliza hidréxido de sodio o cualquier
base, aplicando claro desde temperaturas de 121 °C en autoclave, que pueda ayudar a
romper o quebrar la estructura de la celulosa, hemicelulosa y reducir la cantidad de

lignina.

La efectividad de este pretratamiento depende del contenido de lignina del material a
tratar, que debe ser maximo de 18%. EIl pretratamiento alcalino causa la solubilizacion
de hemicelulosay lignina. Existe a menudo una pérdida de productos en la degradacion
de hemicelulosa y la solubilizacion de lignina, a menudo tiene un efecto inhibidor.
(Sanchez, et al 2009)
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2.3.4. Pretratamientos fisicoquimicos

Son procesos combinados los que presentan: tratamientos fisicos como ser explosién
de vapor o el pretratamiento con agua caliente con la adicion de soluciones &cidas o
alcalinas que ayudan a quebrar parcialmente la celulosa y hemicelulosa que puede

también disolver la lignina. EI mas conocido es el:

Proceso de explosion de fibra con amoniaco AFEX, se realiza con cargas de
amoniaco en torno a 1:1 (amoniaco kg/kg peso biomasa seca) a temperaturas que van
desde la temperatura ambiente con una duracion de 10 a 60 dias, a temperaturas de
hasta 120 °C, con una duracion de varios minutos (Alizadeh et al., 2005). Con este

proceso es posible aumentar el rendimiento de la hidrolisis.
2.3.5. Pretratamientos bioldgicos

Este pretratamiento consiste en el uso de microorganismos o enzimas que degradan la
lignina y quebrando la estructura para dar paso a la celulosa y hemicelulosa.

Preparandola para el posterior tratamiento enzimatico y obtener azlcares reductores.

El Tratamientos con hongos, Utiliza microorganismos como hongos de podredumbre
marrédn, blanco y suave se para degradar lignina y hemicelulosa en los materiales de
desecho. La podredumbre marrén ataca la celulosa, mientras que la podredumbre
blanca y suave ataca tanto la celulosa como la lignina. Hongos de pudricion blanca
(basidiomicetos) son los mas eficaces para el pretratamiento biologico de materiales

lignocelul6sicos (Fan et al., 1987).

En la figura 11-9 se sefiala los diferentes pretratamientos que se utilizan en la masa

lignocelulosa.
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Figura 11-9. Pretratamientos utilizados en biomasa lignocelulésica

Pretratamientos
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Fuente: Elaboracion propia
2.4. EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

El 90 % de los aceites que se encuentran en la cascara de los citricos es D-limoneno,
un compuesto cuya actividad antimicrobiana impide que los microorganismos realicen

el proceso de fermentacion necesario para la produccién de etanol. (Daza, 2014)

Por una cuidadosa destilacion al vacio la gran parte de la fraccion terpénica del aceite
puede ser separada. Este método de concentracion produce los llamados “aceites
concentrados”, l0s cuales son usados principalmente en bebidas debido a su gran
estabilidad en almacenamiento. Se localizan en sacos o glandulas de esencia situados
en el flavedo (Ruiz & Saavedra, 2007), en una vista microscopia (figura 11-10) se puede

observar dichos sacos o glandulas.
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Figura 11-10. Vista microscopica de la ubicacion de los aceites esenciales.

Sacos de
aceite en el

£flavedo

Fuente: (Ruiz & Saavedra, 2007)

Las esencias de los citricos son aceites volatiles o esenciales tipicos, constituidos por
mezclas de terpenos, sesquiterpenos, alcoholes superiores, aldehidos cetonas, acidos,

esteres y alcanfores o ceras. (Ruiz & Saavedra, 2007)

Si bien es comun el método de destilacion por arrastre de vapor con alcohol etilico de
96°, existen otros métodos de extraccion que se deben mencionar: el método de
extraccion utilizando fluidos supercriticos, prensado en frio y de prensa conica con

fruta entera.

Para realizar el método de extraccion por destilacion es necesario no sobrepasar la
temperatura de 70 °C, esto debido a que es posible evaporar el alcohol si se alcanza

dicha temperatura.

El alcohol etilico extraera principalmente los componentes oxigenados, los cuales son

los portadores del sabor y aroma de los aceites esenciales. (Ruiz & Saavedra, 2007)

2.5.  HIDROLISIS

Es una reaccion quimica en la cual se rompen, destruyen, descomponen o alteran las
estructuras de sustancia quimicas dando paso a otros, este procedimiento se realiza con
una molécula de agua y una macromolécula de otro componente, pueden ser de tres

tipos: hidrolisis enzimatica, hidrolisis acida, hidrolisis basica.
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2.5.1. Hidrélisis enziméatica

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa implica la accion secuencial de un grupo de
enzimas, conocidas como celulasas, que pertenecen a la superfamilia de las glicosil
hidrolasas, llamadas asi porque catalizan la hidrolisis del enlace glucosidico entre dos
0 mas hidratos de carbono o entre estos y una fraccion que no sea un hidrato de

carbono.!

En este método se emplean catalizadores o enzimas bioldgicas para romper la
estructura de los polisacaridos, este tipo de hidrodlisis es lenta, pero asegura su
conversion pues las enzimas obtienen los mejores rendimientos, lo que méas ayuda es

que este metodo evita la formacion de inhibidores.

Las B-glucosidasas son enzimas que poseen actividad hidrolitica transferasa o
transglucosidasa. Tienen diversas aplicaciones; en la biosintesis de oligosacaridos,
produccion de etanol utilizando residuos agricolas y en la industria de vinos. La
aplicacion industrial, sin embargo, requiere estabilidad a temperaturas elevadas, por lo

que los microorganismos termofilos tienen gran interés. (Casablanca Alarcon, 2011).

Describimos el proceso en la cual la fibra de celulosa esta constituida por la agrupacion
de cadenas lineales de glucosa (polimero de celulosa). Las celobiohidrolasas (CBHs)
degradan la celulosa desde ambos extremos liberando moléculas de celobiosa. Las
endoglucanasas (EGs) y las monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMOs) rompen
enlaces internos de la cadena de celulosa creando nuevos puntos de actuacion para las
CBHs. La celobiosa deshidrogenasa (CDH) se encarga de donar los electrones
utilizados por las LPMOs. Finalmente, la B-glucosidasa degrada cada molécula de
celobiosa en dos unidades de glucosa. (Dimarogona, Topakas, & Christakopoulos,

2012). Se puede apreciar este proceso en la figura I1-11.

De la misma manera, (Gomez, 2008) y (Sanchez, et al 2010) analizaron la carga

enzimatica que pueden presentar:

! (Ivonne Gutiérrez-Rojas, Nubia Moreno-Sarmiento, Dolly Montoya, 2015)
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+ Endo B-glucanasas ¢ 1,4-B-glucan glucanohydrolasas, que rompen los
enlaces B-glucosidicos en forma aleatoria en el interior de las moléculas de
celulosa.

+ Exo B-glucanasas 6 1,4-p-glucan celobiohidrolasas, que atacan gradualmente
las moléculas de celulosa de los terminales no reductores liberando

subunidades de celobiosa.

Figura I11-11. Degradacion enzimatica de la fibra de celulosa

B-glucosidasa

CDH

o
oo
o ° ’ i
oo e
%% \ LPMO
CBH cBH OO
S o - ﬁ oo
™y,
O OO0~
S Fibra de
celulosa
—008 O00—~ _~—~——
W .rvo
-0e OO0—— OO ——
(0 o) \
- OO celobiosa Polimero de
oo o) celulosa

O Glucosa

@ Glucosa oxidada

B-glucosidasa

Fuente: (Moreno, 2018)
2.5.2. Hidrolisis acida

La hidrolisis de un enlace glucosidico se lleva a cabo mediante la disociacion de una
molécula de agua del medio. El hidrégeno del agua se une al oxigeno del extremo de
una de las moléculas de azucar; el -OH se une al carbono libre del otro residuo de
azUcar. El resultado de esta reaccidn, es la liberacion de un monosacarido y el resto de
la molécula. ElI Acido Sulfirico se ha utilizado ampliamente en la obtencion de
azucares reductores en el rango de 2,54 al 21% para el bagazo de cafia de azdcar sin
pre tratamiento, utilizando concentraciones de acido desde el 2 hasta el 8% con una

relacion liquido-solido de 30:1. (Fonseca, 2006)

Para reacciones de hidrdlisis acida se puede trabajar con acidos que pueden ser:

clorhidrico, nitrico, fluorhidrico, y sulfurico. El grado de hidrdlisis y velocidad para el
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proceso depende de factores como: pH, concentraciéon de acido-biomasa, tamafio de
particula y el tipo de biomasa. Para la celulosa los principales productos en medio
acidos son: celobiosa y glucosa, mientras que para la hemicelulosa su principal
producto es la xilosa. Son reacciones bien complejas, el sustrato esta contenido en la
parte sélida mientras que el catalizador (acido) en la parte liquida, (Aguilar Rivera,

2010). El proceso de hidrdlisis acida se aprecia en la siguiente figura:

Figura 11-12. Proceso de hidrdlisis Acida

Colulosa l,H+ n o N R
OH
CHaOH OH +
o
OH

CHyOH
WA 0, OH oH

n KON /) n(3-D-Xilosa)

L da n(f-D-Glucosa)

[-D-Glucosa n(a-L-Arabinosa)

Fuente (Sigliencia, 2017)

2.5.3. Hidrdlisis alcalina

La hidrodlisis alcalina consiste en utilizar soluciones de NaOH, Ca(OH). o amoniaco
con el fin de obtener la liberacion de diferentes compuestos por medio de la remocién
de la lignina. También se refiere a la saponificacion de los enlaces intermoleculares
entre la lignina y otros compuestos como la hemicelulosa. Se debe tener en cuenta que
este pretratamiento quimico, en comparacion a otros como la hidrdlisis acida tiene
menor posibilidad de solubilizacion de compuestos tales como la hemicelulosa lo que

indica que este proceso tiene mayor efectividad (Taherzadeh, 2007)

Como ejemplo se presenta la hidrolisis basica de un éster en la figura 11-13. Se debe
tener en cuenta que la hidrdlisis alcalina para obtener su mayor eficiencia se debe
exponer a temperaturas altas, a tiempos de residencia de horas hasta dias y altas

concentraciones de las bases a utilizar. Al analizar los diferentes estudios realizados
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bajo este tipo de hidrdlisis, se demuestra que bajo este tratamiento se muestra mayor
eficiencia en la solubilizacion de hemicelulosa en residuos agroindustriales que en
maderas, pero en comparacion a otros métodos se obtienen mayores eficiencias en

residuos agroindustriales con hidrolisis de tipo &cida (Lopez, 2016)

Figura 11-13. Hidrdlisis Basica o alcalina de un Ester

0 0
/l OH", H-0 /7

HqC—C\ ——» H,C—C + CH40H
OCH;8 18

Fuente: (L6pez, 2016)
2.5.4. Inhibidores:

Los azucares reductores tienden a reducir su concentracion cuando aumenta la
concentracion del acido, formando compuestos toxicos, ya que la hidrélisis continua,
hasta generar productos como HMF (Hidroxi Metil Furfural) y furfural, estos
compuestos traen alta incidencia en la reduccion en el porcentaje de azUcares
reductores y sobre los procesos fermentativos, el cual puede inhibir el crecimiento
microbiano. (Gerene B, 2013)

a) HMF(HIDROXI METIL FURFURAL):

El HMF es un aldehido formado a partir de la degradacion de productos azucarados,
en particular por deshidratacion de la fructosa, siendo considerado uno de los
parametros a tener en cuenta para un eficiente control de calidad. (lbarz. A. &
Miguelsanz, 1989)

La concentracion a la cual muestra efectos adversos en la produccion de etanol no
es clara, pues son muchos los factores que afectan al proceso, de tal manera g en
diferentes estudios el valor se encuentra en un rango de 2500 mg/L (Lewis Liu,
2009).
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b) FURFURAL

El furfural es un aldehido aromatico con una estructura en anillo bencénico. Se
obtiene a partir de reacciones de Maillard, que tienen lugar generalmente a elevadas
temperaturas o a partir de la descomposicion del acido ascorbico. Dentro de los
compuestos furénicos que tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad
fermentativa de S. cerevisiae, el furfural es el que mayor efecto inhibitorio presenta.
(Itziar, 2016)

Sin embargo, el modo en el que afecta al metabolismo de las levaduras
fermentativas no se conoce completamente, aunque se piensa que actla
interaccionando con los lipidos, proteinas y acidos nucleicos de la célula, causando
dafos a nivel de la pared y membrana celulares, inhibiendo el crecimiento celular,
causando dafios a nivel del ADN e inhibiendo la sintesis de proteinas y ARN.
(Vejarano Mantilla, 2013)

c) ACIDO ACETICO

El &cido acético es un compuesto que no pertenece a la familia de los compuestos
furanicos, como el furfural y el HMF, sin embargo, al igual que esos compuestos,
puede provocar la inhibicion de la fermentacion por parte de las levaduras. (Zheng,
2013) Se forma a partir de las primeras etapas de la hidrélisis de los grupos
acetilados de la hemicelulosa, pero es también un producto final de muchas

reacciones de oxidacion (Hedegaard Thomsen & Thygesen, 2009)

La concentracion en la cual inhibe la produccidn es de 4 g/L, pero este depende de
muchos factores en los cuales se encuentra la temperatura, la cantidad de levadura
empleada, etc. (Zheng, 2013).

2.6. MODELO CINETICO DE HIDROLISIS ACIDA

Un modelo cinético es el método que se usa para predecir o explicar lo que sucede
durante las reacciones quimicas, por lo que el modelo y los parametros cinéticos son

elementos claves en la evaluacién y operacién de los procesos de hidrélisis acida para
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la obtencion de azlcares fermentables para la produccion de etanol. En general, una
reaccion quimica tiene dos caracteristicas principales: la posicion en equilibrio y la
velocidad de reaccion. (Camacho M. X., 2009)

La velocidad de reaccion (- ra) es la rapidez con la que se alcanza el estado de
equilibrio, es decir qué tan rapido los reactivos se transforman en productos, dado por
la cantidad de materia prima que se consume o la cantidad de producto que se produce
por unidad de tiempo. Otra definicion fue descrita por (Fogler H. S., 1999) en la cual
menciona a la velocidad de reaccion como el niumero de moles de sustancia que

reaccionan (desaparecen) por unidad de Tiempo por unidad de volumen (mol/dm3*s)

Estas velocidades dependen de la constante de velocidad, que es especifica de la
reaccion, de las concentraciones de los reactivos y del orden de las mismas, que indica
la dependencia de la velocidad de reaccion a cada reactivo. El valor numérico del orden
de reaccidén con respecto a cada reactivo debe determinarse experimentalmente

(Camacho M. X., 2009), se representan en las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 11-1 Representacion del modelo

. ki ko ..,
Polimero ——— Monomero —— Productos de Descomposicion
Fuente: (Camacho M. X., 2009)
Ecuacion 11-2. Representacion de las reacciones de primer orden tanto para
celulosa como para hemicelulosa

K
nCelulosa + nHemicelulosa + nH, —— azucares reductores

Fuente: (Dominguez & Alvares, 2011)

La ecuacion de velocidad para rj solo es funcién de las propiedades de los materiales
que reaccionan (p. ej., concentracion de las especies, temperatura, presion o tipo de
catalizador) en un punto del sistema y es independiente del tipo de sistema en el que se

efectua la reaccion (Fogler H. , 1999). Por tanto, la velocidad de reaccion quimica es
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una cantidad intensiva, siendo bdasicamente una ecuacion algebraica en la que

intervienen las propiedades de los reactantes o productos.

Para determinar de qué modo dependen del tiempo las concentraciones de los
compuestos generados en un mecanismo de este tipo, es necesario escribir

primeramente las ecuaciones de velocidad para cada componente (Fogler, 1999)

Ecuacion 11-3. Ecuacion de formacion y expresion algebraica lineal en funcion

de la concentracion
A ——— > Productos
TA=k*Cp i (reactivos)
I,=K*Cp.oorviiiiiin (Productos)

Ecuacion de Arrhenius, en la cual expresa la dependencia de la ley de velocidad con la

temperatura. Como se observa a continuacion:
Ecuacion 11-4. Ecuacion de Arrhenius
sze'(%)
Fuente: (Camacho M. X., 2009)
Donde:

k= coeficiente cinético o la constante de velocidad especifica

A= factor Pre exponencial, es también una constate para una reaccion en particular con

las mismas unidades que la constante de velocidad
Ea= es la energia de activacion, propia de cada especie
R= es la constante universal de los gases ideales

Segun literatura, existen diversos modelos que describen la cinética de hidrdlisis acida
para materiales lignoceluldsicos que utilizan como principal producto de la hidrolisis

de la celulosa, la glucosa.
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El modelo cinético busca describir la variacion en el tiempo de los productos
principales generados en la hidrolisis. Debido a la dificultad de encontrar un
mecanismo estricto para las reacciones de hidrélisis es comin usar modelos
simplificados para determinar la hidrolisis de los materiales lignocelulésicos. (Aguilar,
2002)

2.6.1. Método Diferencial de Resoluciéon Van't Hoff

Este tipo de método se fundamenta en el empleo de la concentracion de los reactivos o
productos y el empleo de la ecuacion de rapidez de reaccion en su forma diferencial.

En la ecuacion 11-5, se observa el tipo de cinética.
Ecuacion 11-5 Ecuacion general en base a la dependencia de la concentracién
=k(C)"

El método se basa en el uso de la ecuacion linealizada aplicando logaritmos en base 10

a la ecuacion anterior:
logr,,=log, k +nlog, ,(C)

Graficando el logaritmo de la rapidez en funcién del logaritmo de la concentracién y
de acuerdo a la pendiente y ordenada al origen y una regresion lineal se obtiene el orden

y la constante de rapidez, teniendo en cuenta:
m=n
b=logk

La obtencion de la rapidez de la reaccion depende de los datos que se proporcionen en
el problema. En caso de tenerse solo la variacidn de las concentraciones a lo largo de
la reaccién, la rapidez puede obtenerse a partir de las pendientes a diferentes
concentraciones de un grafico de reactivo o producto en funcion del tiempo. (Obaya,
2017)
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2.7. FERMENTACION

La fermentacion es una biorreaccién que permite degradar azUcares en alcohol y

diéxido de carbono.

La fermentacién alcohdlica tiene como finalidad bioldgica proporcionar energia
anaerdbica a los microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de oxigeno.
Para ello disocian las moléculas de sacarosa por ejemplo fructosa y glucosa, y obtienen
la energia necesaria para sobrevivir, produciendo el alcohol, diéxido de carbono y
moléculas de adenosin trifosfato (ATP). (Wikipedia C. d., s.f.).

Aqui es que tomamos en cuenta la mezcla de los sustratos obtenidos de la hidrolisis

con la pulpa de los citricos.

En 1810, Gay-Lussac, menciona los elementos principales para que se produzca la
fermentacion alcohdlica, como son los materiales azucarados, un fermento (levadura)

y oxigeno.
Ecuacion 11-6. Ecuacion de formacion de etanol

C6H1206 — 2C02 + 2CH3CH20H +ATP
Fuente: (Camacho M. X., 2009)

El término fermentacion represent6 el desdoblamiento de azlcar en alcohol y diéxido
de carbono. (Restrepo, 2007). Considerando la ecuacién I1-6. Se aprecia en la figura

11-14, lo descrito anteriormente.

Figura 11-14 Esquematizacion general de la fermentacion alcohdlica

HO HO

levadura

(Fermentacion) o=c=0

v = Son + arp

carbon dioxide ethanol

H OH

o

glucose

Fuente: Elaboracion Propia (CHEMDRAW)
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Trabajos posteriores, en especifico de Pasteur, demostraron que en la fermentacion de
100 partes de sacarosa se originaban primero: 105.40 partes de azucar invertido, las
que, a su vez mediante la fermentacion, producen 51.10 partes de alcohol etilico, 49.40
de anhidrido carbonico, 3.20 partes de glicerina, 0.70 partes de &cido succinico y parte
de otras sustancias (Silverstein, 1980).

Por el contrario, en un ambiente con ausencia de aire (anaerobio), las levaduras
descomponen el azucar en alcohol, gas carbonico y productos secundarios como
glicerol, acido succinico, acido acético, acido lactico, alcoholes superiores entre otros.
A la vez las actividades vitales de éstas, se reducen al minimo (Hernandez, 2000), es
por ello que las levaduras al utilizar esta via, deben transformar mucho azlcar en

alcohol para asi cubrir sus necesidades energéticas (Epifanio, 2005).
2.7.1. Glucolisis

La ruta bioquimica mas conocida es la via Endem-Meyerhof (Glucolisis), la cual
comprende todo un conjunto de reacciones que permiten a las células vivas transformar
los azlcares de seis atomos de carbono (glucosa y fructosa) en acido piravico, gracias
a un importante contenido enzimatico elaborado en el citoplasma. Estas reacciones se
dan tanto en anaerobiosis (fermentacion alcohdlica y lactica) como en aerobiosis
(respiracion). (Oreglia, 1978; Aleixandre y Martinez, 1999; Hidalgo, 2002; Suarez e

Ifigo, 2004). Se representan esta ruta en la figura I1-15.
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Figura I1-15. Ruta metabdlica de la formacién de alcohol
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Fuente: (Huayta, 2016)

La via Endem-Meyerof comprende dos etapas, como se vio en la figura. En la primera
etapa las levaduras a traves de la via oxidativa y del ciclo de Endem-Meyerhof
degradan moléculas de azucares (glucosa y fructosa) liberando una gran cantidad de
energia en cada transformacion hasta llegar al &cido piravico, esta liberacion de energia
permite una rapida multiplicacion de las levaduras alcanzando una gran biomasa. Esta
fase se mantiene hasta agotar el oxigeno disuelto en el mosto. Una vez consumido el
oxigeno existente, se inicia a la segunda etapa donde las levaduras comienzan la via
fermentativa o anaerobiosis, actuando sobre el acido pirGvico, donde este es
descarboxilado, y queda como residuo el etanal (acetaldehido), que finalmente es
reducido a alcohol (Oreglia, 1978).

Se puede ademas determinar 9 pasos dentro de las dos etapas de Endem-Meyerof, estas
fueron resumidas por Marquez en 2008 y mencionadas por Huayta en 2016: Los

mismos que son los siguientes:
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Paso 1

Las reacciones glucoliticas en serie se inician cuando se activa la glucosa. Descrito en

la siguiente figura.

Figura 11-16. Ruta Metabolica Primer Paso Activacion de la Glucosa

/c_n 1 KH.-
H—C |
| ] o] 0O ATP M =y
: I 1 &
= TUI ! Hn—=—-:':—?—n—|=—n.“ L ,J
O — > OH OH OH _.»'-_-‘H____
I
b —— O
I OH OH
H =
I
H,COoH
Glucosa | (8C MH;
ATE e
Hexocinasa (: 4] ) ADP ‘?'J - ,T
~

OH OH

H ——— e
|

H —
I .

H, oo B

Slucosa &-F | [L=L=51

Glucosa + ATP — glucosa 6 fosfato + ADP

Fuente: (Huayta, 2016)

La reaccion del ATP con la glucosa para producir glucosa 6-fosfato y ADP es
exergonica. Parte de la energia liberada se conserva en el enlace que une al fosfato con

la molécula de glucosa que entonces se energiza (Marquez Siguas).

ATP o trifosfato de adenosina es un nucle6tido fundamental en la obtencion de energia
celular. Estd formado por una base nitrogenada (adenina) unida al carbono 1 de un
azUcar de tipo pentosa, la ribosa, que en su carbono 5 tiene enlazados tres grupos
fosfato. Es la principal fuente de energia para la mayoria de las funciones celulares.
(Huayta, 2016)
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Paso 2

La glucosa 6-fosfato sufre una reaccién de reordenamiento catalizada por una

isomerasa, con lo que se forma fructosa 6-fosfato (Marquez, S. 2008). Descrito en la
siguiente figura.

Figura l1-17. Ruta Metabolica Segundo Paso Reordenamiento.

glucosa
S-ToosTato

H.COH
| =1
-
[ e
|
HO —— cH
| -
H —— COH
|
H—c —

H.CO &)

fructosa
S-fosfato

Fuente: (Huayta, 2016)

Paso 3

La fructosa 6-fosfato acepta un segundo fosfato del ATP, con lo que se genera fructosa
1,6-difosfato; es decir fructosa con fosfatos en las posiciones 1 y 6. La enzima que
regula esta reaccion es la fosfofructocinasa (Marquez, S. 2008). Hasta ahora se han

invertido dos moléculas de ATP y no se ha recuperado energia. Como se observa en la
siguiente figura:

Figura 11-18. Ruta Metabolica Tercer Paso: Inversion.

Fructosa 6-F | (8C)
ATP
C: ADP
H.CO (B

OH
-~

[
|
HO —— CH
] [=}
H —— GO
|
H—C
H.CO (P

Fructosa 1.6-biP| (5C)

Fuente: (Huayta, 2016)
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La fosfofrutocinasa o fosfofructoquinasa es la enzima quinasa que fosforila a la
fructosa 6-fosfato en la glicolisis. Esta enzima cataliza la transferencia de un grupo
fosfato desde el ATP a la fructosa 6-fosfato para formar un derivado bisfosfato (Huayta,
2016)

Paso 4

En la figura 11-19 se observa como la fructosa 1,6-difosfato se divide en dos azlcares
de 3 carbonos, gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato. La dihidroxiacetona
fosfato es convertida enzimaticamente (isomerasa) en gliceraldehido 3 fosfato. Todos
los pasos siguientes deben contarse dos veces para tener en cuenta el destino de una

molécula de glucosa. (Marquez, S. 2008).

Figura 11-19. Ruta Metabolica Cuarto Paso: Division

|Fru-::t-::!-i.:—1 1,6-biP| (8C)

A |
CHO Aldolasa (_:H._CJ(_E_J
|
CHOH [ ]
CH,O (B CH,OH

Dihidroacetona

(3C) | fosfato (3C)
- T

T l Trimsa iIsomerasa

Fuente: (Huayta, 2016)

Giliceraldehido
3-P (PGAL)

No se obtiene ninguna energia biologicamente Util, en posteriores reacciones, la célula

recupera parte de la energia contenida en el PGAL.
Paso 5

Las moléculas de PGAL se oxidan, es decir, se eliminan &tomos de hidrogeno con sus
electrones, y el NAD+ se reduce a NADH. Esta es la primera reaccion de la cual la
célula cosecha energia. EI producto de esta reaccion es el fosfoglicerato. Este
compuesto reacciona con un fosfato inorganico (Pi) para formar 1,3 difosfoglicerato.
(Huayta, 2016)
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El grupo fosfato recién incorporado se encuentra unido por medio de un enlace de alta

energia (Marquez, S. 2008). Como se observa en la figura 11-20.

Figura 11-20. Ruta Metabolica Quinto Paso: Oxidacion.
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|
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Or~—iF)

1,3 - difosfoglicerato

Fuente: (Huayta, 2016)
Paso 6

El fosfato rico en energia reacciona con el ADP para formar ATP. (En total dos
moléculas de ATP por molécula de glucosa). Esa transferencia de energia desde un
compuesto con un fosfato, de alta energia se conoce como fosforilacion. (Marquez

Siguas), como se observa en la figura I1-21.

Figura 11-21. Ruta Metabolica Sexto Paso: Fosforilacion.

2 ADP
2 ATP
(=
Z

C— OH

|
HC — OH

I
H.C— O )

Dos acido 3- fosfoglicérico

Fuente: (Huayta, 2016)
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Pas6 7

En la figura 11-22, El grupo fosfato remanente se transfiere enzimaticamente de la

posicion 3 a la posicion 2 (acido 2-fosfoglicérico) (Marquez, S. 2008).

Figura 11-22. Ruta Metabolica Séptimo: Transferencia Enzimatica

fosfogliceromutasa l 5
7

C = OH
|
HC— O P)
|

H,C = OH

Dos acida 2 - fosfoglicénico

Fuente: (Huayta, 2016)

Pasé6 8

En este paso, figura I1-23, se elimina una molécula de agua del compuesto 3 carbonos.
Este reordenamiento interno de la molécula concentra energia en la vecindad del grupo

fosfato. El producto es el acido fosfoenolpiravico (PEP) (Marquez, S. 2008).

Figura 11-23. Ruta Metabolica Octavo Paso

H.O
fosfagliceramulasa
0
&

€ — OH
|

CO~ P
I

CH

Dos acido fosfoenolpirdvico

Fuente: (Huayta, 2016)
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Paso 9

El acido fosfoenolpiravico tiene la capacidad de transferir su grupo fosfato a una
molécula de ADP para formar ATP y acido piravico. (Dos moléculas de ATP y acido
piravico por cada molécula de glucosa) (Marquez, S. 2008). Como se observa en la
figura 11-24.

Figura 11-24. Ruta Metabdlica noveno Paso
2 ADP
l 2 ATP
(=]
£

Dios Acido pirdvico

|

Hacia la acetilcoenzima A

Fuente: (Huayta, 2016)

La ecuacidn I1-7 indica la ecuacion general que en sintesis describe todos los pasos

mencionados anteriormente.
Ecuacion 11- 8. Ecuacidon general: Glucolisis

Glucosa + 2ADP + 2Pi*2NAD’ — 2 Piruvato 2ATP + 2NADH + 2H++2H20
2.7.2. Tipos de fermentacion

El medioambiente en donde se realiza la fermentacion y las condiciones son los puntos
de mayor relevancia a considerar para la experimentacion. Los equipos utilizados a
nivel industrial cuentan con mecanismos, que permiten agitacion, dispersion y
aireacion y un sistema de control de variables como pH, formacion de espuma,
temperatura, nivel, etc. que permiten realizar un seguimiento mas preciso a la

experimentacion. En este caso se da a conocer los dos tipos de fermentacion:
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a) Fermentacién discontinua

Una fermentacion discontinua o batch puede ser considerada como un sistema cerrado.
Al inicio de la operacién se afiade la solucion esterilizada de nutrientes y se inocula
con el microorganismo, permitiendo que se lleve a cabo la incubacion en condiciones
Optimas de fermentacion. A lo largo de toda la fermentacidn no se afiade mas nutrientes.
En algunas ocasiones se afiade un agente antiespumante y acidos o bases para controlar
el pH de la fermentacion. (Huayta, 2016). En la figura 11-25 se observa tanto el equipo
de fermentacion discontinua y la concentracion de las células y el sustrato durante el

proceso.

Figura 11-25. Equipo de Fermentacion Discontinua y Grafica

Concentracion vs Tiempo de Fermentacion.

— Cells

Concentration

—— Substrate

Time
Batch

Fuente: (Fidalgo, 2017)
b) Fermentacion continua

En la fermentacidn continua se establece un sistema abierto. La solucidn nutritiva
estéril se aflade continuamente al biorreactor y una cantidad equivalente del cultivo,

con los microorganismos, se saca simultdneamente del sistema.

v" Positivo. Proceso continuo que permite una buena utilizacion de los medios

materiales y humanos
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v" Negativo. Problemas en el mantenimiento de la estabilidad del sistema.
Esterilidad.

Consiste en mantener constante el nimero de células y la concentracidn de sustrato asi
siempre tenemos a las células en la misma fase y en principio este cultivo es eterno en
el tiempo. La fase estacionaria se consigue porque dejan de existir los nutrientes o
porque el metabolismo de las células produce sustancias toxicas para ellas y por tanto

dejan de crecer, esto se evita con este cultivo.

Vamos eliminando sobrenadante de cultivo o el mismo volumen que eliminamos lo
afiadimos del medio de cultivo reciente, tenemos la concentracion de nutrientes
practicamente constantes y eliminamos los toxicos. Lo que eliminamos lo vamos
procesando para la extraccién y purificacion del producto interesado, se usa menos que
la alimentada ya que este sistema no aguanta mucho ya que hay mas posibilidades de
que se contamine y de que se rompa la estabilidad del fermentador. (Fidalgo, 2017). La
figura 11-26, es una representacion del equipo de fermentacién y como se describe el

crecimiento de las células dentro del mismo.

Figura 11-26. Equipo de Fermentacion Continua y Grafica Concentracion vs
Tiempo de Fermentacion.

Entrada _——— Cells
delmedio —

| Salida del
medioy de
las células — e

Concentration

Growth-limiting substrate

— Time

Continuous

Fuente (Fidalgo, 2017)
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2.8. LEVADURA

2.8.1. Saccharomyces Cerevisiae

La levadura S. cerevisiae es probablemente el microorganismo mas ampliamente
utilizado por el hombre a traves del tiempo; aunque no se tuviera, en un principio,
conciencia plena de la participacion del microorganismo en la elaboracion de diversos
alimentos como el pan o las bebidas alcohdlicas. (Suarez-Machin & Garrido Carralero,
2016). Se observa a nivel microscopico en la figura I1-27.

Figura 11-27. S. cerevisiae en microscopio

Fuente: Wikipedia, 2019

Saccharomyces Cerevisiae es una levadura, un hongo unicelular, de forma mas o
menos redondeada presenta nucleo diferenciado siendo por lo tanto un organismo
eucariota. Pertenece al grupo de los ascomicetos.

Se ha aseverado que la crema de levadura S. cerevisiae concentrada, alcanza valores
de materia seca (MS) de 18-20 % y un contenido de proteina bruta (PB) de 32-36 %



41

sobre base seca (Garrido & Santiesteban, 2000). Por otro lado, algunos autores?
sostienen que la composicion promedio de proteina verdadera es de 40.20 %, mientras

que otros registraron valores algo inferiores en el entorno de 39 %.3

Su crecimiento celular se debe mas que nada al pH moderado y a la temperatura a la
que se procede, las temperaturas minimas permisibles son de 0.30 y 0.50 °C y las
méaximas de 34y 47 °C el pH es de 3.50 a 5.00.

Las células de la levadura se multiplican rapidamente por gemacion: a partir de una
célula se origina una protuberancia que va creciendo y acaba dando lugar a otra célula,
méas pequefia y diferenciada genéticamente de la célula original. Este tipo de
reproduccion dura unas dos horas y permite la colonizacion total de los mostos en

cuestion de horas o dias. (CSIC, sf)
2.9. PROCESOS TECNOLOGICOS DE HIDROLISISY FERMENTACION:

La combinacién de hidrolisis y fermentacion a seguir puede ser vistas de la siguiente

manera.
2.9.1. Sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF).

La estrategia SSF se caracteriza principalmente por realizar las etapas de sacarificacion
y fermentacién en forma simultanea (como lo dice su nombre). La ventaja de esta
estrategia es que los rendimientos son mayores que la técnica SHF (sacarificacion y
fermentacion separadas) que era mayormente usada. Este aumento se debe
principalmente a que la glucosa es transformada en etanol rapidamente, evitando su
efecto inhibitorio sobre las enzimas hidroliticas, lo que hace que el rendimiento de
glucosa aumente y en consecuencia que haya mayor disponibilidad de sustrato para la

fermentacion alcohodlica. (Juri Awad, 2011).

2 (Otero, 1989)
3 (Garcia, Suarez, Domenech, Blanco, & Santiesteban, 2000)
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2.9.2. La pre-sacarificacion y fermentacion (PRESAC)

Otra alternativa que se ha desarrollado en la denominada pre-sacarificacion, en la cual
se afladen las levaduras para la fermentacion, no al inicio de la hidrdlisis enzimatica,
sino transcurrido un tiempo previamente determinado de hidrolisis enzimatica.
(Layanis Mesa Garriga & Cara, 2012). Es ademds una técnica nueva casi no probada

por la dificultad de retirar inhibidores y de regular el pH y temperatura de fermentacion.
2.9.3. Sacarificacion-fermentacion independientes. (SHF)

Proceso enzimatico en dos etapas: licuefaccion y sacarificacion; y una tercera etapa

fermentativa, mediada por microorganismos. (Castafio P. Hader 1., 2008)
2.10. DESTILACION

La destilacion es una operacion unitaria en la cual se separan componentes de una
mezcla liquida por vaporizacion parcial de la misma de tal manera que la composicion
de vapor obtenido sea distinta de la composicién del liquido de partida, basandose en

los puntos de ebullicion de los mismos.

Es esencial el conocimiento de las relaciones de equilibrio entre ambas fases para poder
resolver analiticamente y poder obtener datos para comparar y medir el rendimiento de

estos.

Si los puntos de ebullicion de los componentes de una mezcla sélo difieren ligeramente,

no se puede conseguir la separacién total en una destilacién individual.

Un ejemplo importante es la separacion de agua, que hierve a 100° C, y alcohol, que
hierve a 78.50° C (a nivel del mar). (Mosquera, 2008)

Con el fin de concentrar una disolucién que contenga un 10% de alcohol (como la que
puede obtenerse por fermentacion) para conseguir una disolucion que contenga un 50%
de alcohol (frecuente en el whisky), el destilado ha de volver a destilarse una o dos
veces mas, y si se desea alcohol industrial (95%) son necesarias varias destilaciones
(José, 2008).
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Los distintos métodos para la destilacion se pueden clasificar de la siguiente manera:
2.10.1. Destilacién simple

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

2.10.2. Destilacién diferencial o abierta

Este método de destilacion es el que se efectta 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 ebullicion 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 & Tojo, 2005).
2.10.3. Destilacion cerrada o de equilibrio

En este caso el liquido se lleva a una temperatura intermedia entre la de principio y fin
de ebullicién, dejando que la fase vapor formada alcance 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

L

RSN (GRS
L= liquido residual
V= Vapor
Y=composicion de vapor en equilibrio

Xo=composicion inicial del liquido
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X=composicion de liquido en equilibrio

La ecuacion refleja la relaciona las cantidades de liquido residual L y la cantidad de
vapor V, en funcion de la composicion inicial del liquido xo, y la composicion del

liquido y vapor en equilibrio a la temperatura y presion dada, x e y.

Sobre el diagrama de ebullicion, construido a la presion de la operacion, se leen
directamente las composiciones del liquido y de vapor en equilibrio, en funcion de la

composicion del liquido inicial y de la temperatura de trabajo. (Ocon & Tojo, 2005)
También podemos mencionar otros metodos de destilacion simple que son:

v Condensacion parcial.
v" Condensacion diferencial o abierta.

2.10.4. Destilacién 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. 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 &
Tojo, 2005)

Para logra 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 practica este contacto se logra con dos dispositivos
diferentes: el de los platos de borboteo que retiene el liquido a treves 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 & Tojo, 2005)

Podemos mencionar los siguientes procesos de destilacién por rectificacion:
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v' Rectificacion continta.

v" Rectificacion descontinua.

v" Destilacion con arrastre de vapor.
2.11. ETANOL

El alcohol etilico o etanol es un producto quimico obtenido a partir de la fermentacion
de los azlcares que se encuentran en los productos vegetales, tales como cereales,
remolacha, cafia de azlcar, sorgo o biomasa. Estos azlcares estdn combinados en forma
de sacarosa, almidon, hemicelulosa y celulosa. (RENOVETEC, 2013).

La cascara de citricos, en especial de naranja y mandarina fueron utilizados a escala
laboratorio para la obtencion de bioetanol por diferentes autores, Boluda-Aguilar
(2010): Wilkins, Widmer(2007), Cameron y Bulsing (1995) de los cuales se obtienen
datos acerca de la cantidad de celulosa, hemicelulosa que estos poseen y la cantidad de
etanol que se puede llegar a obtener. Por tanto, en la tabla II-3 se presentas las
caracterices generales del etanol y posteriormente en tabla 11-4 se observan segun autor

la cantidad obtenida de etanol obtenido y el proceso utilizado.

Tabla 11-3 Propiedades fisicas y quimicas del etanol

Apariencia Incoloro
Densidad 789 kg/ms3; 0.78 g/cm?

" Masa molar 46.07 g/mol

S Puntode fusion 158.90 K (~114 °C)

L punto de ebullicion 351.60 K (78 °C)

g Temperatura critica 514 K (241 °C)

= Presion critica 63 atm

E Estructura cristalina sistema cristalino monoclinico
Viscosidad 1074 mPa-s a 20 °C.
indice de refraccion (nD) 13.61

% § pH 7 (en solucion acuosa: 10 g /I, 20

S E °C) al 96%

8 'S

g O Calor de combustion 1336.80 kj/mol
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Poder calorifico 26790 kJ/kg
Estabilidad quimica Estable
Alcalinidad 0.001 meq/g
Potencial de ionizacion 10.47 eV
Constante de disociacion 15.90 pKa

Fuente: (PubChem, 2022)

La produccion de Etanol (bioetanol) a partir de residuos citricos, comparado con otra
biomasa lignoceluldsica, posee dos productos mas de valor agregado como ser pectina
y D-limoneno. El costo de produccion de bioetanol de residuos citricos puede ser
reducidos al recuperar D-limoneno como coproducto, esto fue analizado por Zhou,
Widner y Grohmann en 2007.

En la siguiente tabla especifica los autores, el método utilizado para el pretratamiento,
hidrolisis y fermentacién, ademas de los resultados obtenidos para cada variedad de

citrico.

El siguiente cuadro servird de apoyo comparativo, al observar la cantidad de etanol
obtenido por diferentes autores y los deferentes procesos que se utilizaron con los

resultados que se obtengan de la parte experimental del proceso seleccionado.

Tabla 11-4 Resumen de produccion de etanol a partir de cascaras de variedades

de frutas citricas

Material Pretrata. Hidrolisis Fermen. Microorganismo Etanol Autor
Mandarina | Explosion Enzimatica | SSF S. Cerevisiae 60L/1000Kg = Boluda-Aguilar
de Vapor et.al 2010
Naranja Explosion Enzimatica | SSF S. Cerevisiae 38g/L Wilkins
de Vapor et. al 2007
Limon Vapor Enzimatica = SHF S. Cerevisiae 46L/1000Kg | Lopez Gomes
(2013)
Lima Trituracion M. Enzimatica SSF C. Ibicans 9.30 g/L Mishra
et al 2012

Fuente: (Indulekha, Karuppan, & Appusamy, 2017)



CAPITULO III
PARTE EXPERIMENTAL
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3.1. DISENO METODOLOGICO

3.1.1. Seleccion del método
Para determinar el mejor método para el todo proceso se dividieron en etapas:

a) Pretratamientos

- Destilacién por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre con vapor es el método mas comdn para la obtencion de

aceites esenciales entre sus ventajas y desventajas se cita:
Ventajas:

v Se puede aislar o purificar diferentes aceites esenciales de fuentes organicas
naturales.

v Bajo costo.

v La temperatura es mas baja para este proceso, puesto que la presion total del
sistema es igual a la presion de confinamiento.

v" El procedimiento es mas sencillo que el empleo de vapores o gases diferentes
al agua implica problemas adicionales en la condensacion y recuperacion del

destilado o gas.
Desventajas:

v Requiere grandes cantidades de calor para evaporar simultaneamente el agua y
la materia prima por tanto el consumo de agua es elevado.

v' Las temperaturas altas pueden causar la hidrolisis de los ésteres, y la
polimerizacion y resinificacion de los terpenos presentes en el aceite esencial.

v' El tiempo de extraccion esta limitado por el volumen de agua utilizado.

- Deslignificacion

Como pretratamiento, deslignificacion significa separar la lignina presente de los
residuos, por lo tanto, se debe seleccionar un proceso que tome en cuenta los siguientes

criterios para su seleccion:
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v Disponibilidad de materiales y tecnologia: Existencia de materiales, equipos y

reactivos que son necesarios para su aplicacion.

v" Costo: estos deben ser asequibles.

v Presencia de inhibidores: Nula o baja presencia de inhibidores posterior a la

aplicacion del método.

v' Tiempo: Tiempos cortos de aplicacion.

v’ Eficiencia: Eficiencia de eliminar componentes que pueden afectar a procesos

posteriores.

De tal manera que se evaluaron tres pretratamientos: Liquidos lonicos, explosion de

vapor e hidrélisis hidrotérmica alcalina; que segun bibliografia son los més utilizados

y de los cuales en la siguiente tabla se presentan sus ventajas y desventajas:

Pretratamiento

Explosion de

vapor

Hidrolisis
hidrotérmica

alcalina

Tabla I11-1. Ventajas y desventajas de Pretratamientos

Ventajas
- Transformacién de lignina y
solubilizacion hemicelulosa.
- Econdmico.
- Mayor rendimiento de la
glucosa y la hemicelulosa.
-Efectivo para maderas duras y
desechos agricolas. Bajo
requerimiento de energia
comparado con métodos fisicos.
- Mejora en la separacion de la
lignina.
- Obtencidn de bajas
concentraciones de subproductos
inhibidores de la fermentacion.

- Buen rendimiento del proceso.

Desventajas
- Generacion de compuestos toxicos.
- Degradacion de la hemicelulosa parcial.
- Destruccion  parcial de  xilano,
separacion incompleta de la lignina y
generacion de compuestos inhibitorios

para la fermentacion.

- Requieren unas condiciones de presion y
temperatura muy elevadas.

- La efectividad de este pretratamiento
depende del contenido de lignina del

material a tratar.



Liquidos

idnicos

- Aumento del &rea superficial

interna.

- Descenso del nivel de
cristalizacion.

-Separacion  de las  uniones

estructurales entre la lignina y los

carbohidratos.

- Buen rendimiento en la
hidrélisis de celulosa.
- Baja toxicidad, baja

higroscopicidad bajos costos de
produccion.
- Alta estabilidad térmica.

- Reciclable y no inflamable.

49

- El pretratamiento alcalino causa la
solubilizacién de hemicelulosa y lignina.
- Existe a menudo una pérdida de
de

la solubilizacién de

productos en la degradacién
hemicelulosa y

lignina.

- Poco biodegradables, alta
higroscopicidad.

- Altos costos.

- Dificil encontrar en Bolivia.

- Elimina parcialmente la lignina.

- Los que contienen cloruro poseen
toxicidades y propiedades corrosivas.

- Su recuperacion y reciclaje es requerido
para su uso en el pretratamiento de la

biomasa.

Fuente: (Vele, 2021), (Itziar, 2016), (Sanchez, 2010)

En base a la tabla I11-1, se selecciona el puntaje y el esquema para decidir acerca del

método

Fuente:

. El cual se representa en la tabla I11-2.

Tabla I11-2. Escala de puntaje asignado para la matriz de seleccion

Puntaje asignado Esquema
0.1-0.2 No aplicable
0.3-0.5 Poco aplicable
0.5-0.7 Medianamente aplicable

0.7-1 Aplicable

Elaboracion Propia



Tabla I11-3. Seleccion del proceso de pretratamiento

Alternativas de Disefno

Criterios de Decision Ponderacion Pret. liquidos idnicos Pret. hidroalcalino Pret Explosion de

vapor
Valor Puntaje Valor Puntaje Valor Puntaje
Disponibilidad de rpaterlales 20 0.10 9 0.80 16.00 0.60 12.00
y tecnologia
Costo 25 0.10 5 0.90 22.50 0.90 22.50
Presencia de inhibidores 25 0.80 20 0.60 15.00 0.90 22.50
Tiempo 10 0.70 7 0.80 8.00 0.70 7.00
Eficiencia en degradacion de 20 0.60 12 0.90 18.00 0.70 14.00
lignina
Total 100 46.00 79.50 78.00

Fuente: Elaboracion Propia
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Los resultados, en base a la matriz de decision presentada en tabla 111-3, se elige a la
Hidrolisis hidrotérmica alcalina. Este procedimiento ayuda a obtener un producto
deslignificado gracias al uso de una base, presion y temperatura alta, generando roturas
en los enlaces de celulosa y hemicelulosa; mejorando los rendimientos y resultados en

comparacion a los trabajos presentados en bibliografia.
- Hidrodlisis y fermentacion

Para seleccionar el método mas eficiente y viable que pueda cumplir con criterios y
normas se realizd una matriz de decision, en la cual se evalGa al proceso segun fueron

recopilados en la bibliografia. Los criterios tomados en cuenta fueron:

v Disponibilidad de materiales: Existencia de materiales, reactivos y equipos para
aplicar el proceso.

v' Costo y complejidad del método Costos deben ser lo mas bajo posible y el
método debe ser simple.

v Produccién de azUcares reductores: Alta eficacia de conversion.

v Presencia de inhibidores: Baja formacion de inhibidores para posteriores
procesos.

v Tiempo: Tiempo de residencia debe ser corto.

Los métodos seleccionados son de: Sacarificacion y fermentacién simultanea (SFS),
Sacarificacion y fermentacion separadas (SHF) presacarificacion y fermentacion
(PRESAC); se describe las ventajas y desventajas de los tres procedimientos

mencionados en la siguiente tabla:

Tabla I11-4. Ventajas y desventajas de diferentes procesos de hidrolisis y

fermentacion

Tratamiento Ventajas Desventajas
Sacarificacibny -Amplia  disponibilidad de - Imposibilidad de reciclaje de las
fermentacion microorganismaos eficientes células.

simultanea (SFS) para este tipo de procesos.



Presacarificacion
y fermentacién
(PRESAC)

Sacarificaciéon y
fermentacion
separadas (SHF)

-Disminucion de costes vy
empleo de menores
concentraciones de enzimas.

- Se minimiza la inhibicién por

producto final.

Aprovechamiento de Ia
mayoria de azlcares presentes
en la materia prima.
-Disminucion de costes.

- Se minimiza la inhibicién por

producto final.

Condiciones 6éptimas para
cada paso.
-Posibilidad de reciclaje de las

células.

Fuente: (Carbonell, 2016)
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- No hay fermentacion de las
pentosas.

-Los microorganismos
fermentadores de pentosas no
estan ampliamente desarrollados.

- Las condiciones de proceso
deben ser un compromiso entre las
condiciones dptimas para
hidrolisis y fermentacion.

- Proceso en dos pasos con el
consiguiente aumento de costes
que ello supone.

- Inhibicién por producto

final durante la hidrélisis.

Tabla I11-5. Escala de puntaje asignado para la matriz de seleccion en la etapa

entre la hidrolisis y la fermentacion

Puntaje asignado
0.1-0.2

0.3-0.5
0.5-0.7

0.7-1

Fuente: Elaboracion Propia

Esquema

No aplicable

Poco aplicable

Medianamente aplicable

Aplicable



Tabla I11-6. Seleccion del proceso entre hidrolisis y fermentacion

Criterios de Decision Ponderacion Alternativas de Disefio
Met. (SSF) Met. (PRESAC) Met. SHF
Valor Puntaje Valor Puntaje Valor Puntaje

Disponibilidad de materiales 25 0.80 20.00 0.80 20.00 0.80 20.00
y equipos

costo y complejidad del 20 0.60 12.00 0.50 10.00 0.80 16.00

método y analisis

Produccion de azlucares 25 0.75 18.80 0.75 18.75 0.70 17.50
reductores

Presencia de inhibidores 15 0.60 9.00 0.80 12.00 0.50 7.50

Tiempo 15 0.75 11.25 0.70 10.50 0.75 11.25

Total 100 71 71.25 72.25

Fuente: Elaboracion Propia
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Por tanto, en vista de los resultados en tabla I11-6, el procedimiento a utilizar para la
hidrolisis y fermentacion es la de Sacarificacion y fermentacion separada (SHF). Al
cual se modificard un poco, para evitar la presencia de inhibidores, reduciendo el
tiempo de reposo entre la etapa de hidrdlisis y la de fermentacion para poder adecuar
el mosto; lo cual ayuda para modificar el pH del sustrato y permite corregir la

temperatura para el crecimiento de la levadura.
3.2. PROCESO TECNOLOGICO EXPERIMENTAL

La parte experimental del proyecto de grado, investigacién aplicada, ha sido
desarrollado en el Laboratorio de Operaciones Unitarias (LOU) dependiente del
departamento de Procesos Industriales Biotecnoldgicos y Ambientales (DPIBA) de la

Facultad de Ciencias y Tecnologia.

Se presentd cronograma contabilizando los dias de uso de los equipos, materiales y los

reactivos utilizados, en base a las 2 semanas propuestas por el laboratorio.

3.2.1. Diagrama de flujo de proceso de obtencion de etanol

En funcion a lo seleccionado en el apartado 3.1., se detalla (Figura I11-1.) los procesos
a ejecutar en este proyecto para la obtencion de etanol; el cual para mayor comprension

se divide en las siguientes etapas:

4+ Pretratamientos
+ Hidrolisis acida
4+ Fermentacion

4 Destilacion



Figura I11-1. Diagrama de Flujo del Proceso de obtencion de etanol

1° Etapa

2° Etapa

3° Etapa

4° Etapa
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esencial
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e

L

Secado
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Tamizado

[ Hidrolisis l .
i, NG hidrotérmica alcalina UL L ol
Secado 2 (60°C, 48
hrs)
H2S04 diluido )[ Hidrolisis acida )[ Tiempo 5 horas
Acondicionamiento del
REDL: 'l mosto pH 3.5y 4.5.
Filtracion —D[ Residuo
S. cerevisiae l =
Fermentacion
Sales de sulfato con .
A Alcoholica
tiamina

Fuente: Elaboracion Propia

Destilacion

Etanol
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3.3. DISENO ESTADISTICO DE EXPERIMENTOS

Los modelos de disefio de experimentos son modelos estadisticos clasicos cuyo
objetivo es averiguar si unos determinados factores influyen en una variable de interés
y, si existe influencia de algin factor, cuantificar dicha influencia. Este tipo de
experimentos permite, el estudio del efecto de cada factor sobre la variable respuesta,
asi como el efecto de las interacciones entre factores sobre dicha variable. (Marin
Diazaraque, 2020)

El objetivo del disefio de experimentos es estudiar condiciones diferentes de respuesta
por parte de las variables; si cuando se utiliza un determinado tratamiento se produce
una mejora en el proceso o no. Para ello se debe experimentar aplicando el tratamiento
y no aplicandolo. Si la variabilidad experimental es grande, solo se detectara la
influencia del uso del tratamiento cuando éste produzca grandes cambios en relacion

con el error de observacién.

Como se indica en el apartado 3.1y 3.2.; la etapa de hidrolisis y fermentacion es en la
cual se realiza el disefio experimental para ambos procesos y segun bibliografia: en
estas etapas se controlan mejor las variables y ayudan a comparar con trabajos

similares. A continuacion, presentamos los modelos seleccionados

3.3.1. Disefios factoriales 2° : Etapa de hidrdlisis
Supongamos que se tienen tres factores binarios A, B y C. El nimero de posibles
combinaciones es 8, y con n replicaciones se tiene un total de 8n observaciones. Para

calcular los efectos se puede usar la siguiente tabla o0 matriz de disefio:
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Tabla 111-7. Matriz de disefio, combinaciones en disefio factorial 22

Efecto Combinacion de Factores
Factorial | (1) a b ab ¢ ac be abe
i + + + ¥ ¥ + + +
A + + + -
B + 4+ + +
AB + + + -~
C + + + +
AC + + + +
BC + 4+ + +
ABC + 4+ - 4+ +

Fuente: (Marin, 2006)

Para el presente trabajo se decidid realizar un disefio factorial en la etapa de la hidrdlisis
y de esta manera observar la cantidad de azUcares reductores se obtienen de las
diferentes combinaciones de variables. En este caso se toma en cuenta un disefio

factorial con dos niveles y 3 variables. Las variables independientes seran:

v Concentracion de acido (g/mL)
v" Concentracion de sustrato
v" Temperatura
N° variables=3
Niveles=2 (sup. e inf.)
N° experimentos= 23=8
Con 2 repeticiones:

N° de experimentos=8*2=16

Citando literatura presentada en el marco teorico, los autores coinciden en la aplicacion
de la hidrolisis de acido diluido:, entre 1% a 9% de concentracion de &cido diluido con
lo cual se evita la contaminacion al medio ambiente, temperaturas de 50°C a 150°C,
para evitar la generacién de vapores toxicos, y teniendo en cuenta el equipo a utilizar
la temperatura maxima segun especificaciones es de 120 °C, pero al ser un equipo

antiguo y de uso frecuente el mismo solo alcanza temperaturas de 100 °C. (Aguilar,
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2002) (Andrade, 2018) (Boluda-Aguilar, Garcia-Vidal, & Lo6pez-Gomez, 2010)
(Camacho M. X., 2009) (Lesly, 2010), (Nifio, 2013)

Las concentraciones de sustrato de 2 a 5 g, equilibrado para la concentracion de acido

sulfurico diluido.

Descartando las siguientes variables por necesitar equipos que sean sumergibles, su

costo sea elevado y que no se tengan equipos en el laboratorio para medirlos a una

buena precision.

pH, al ser necesario un equipo constante dentro de las pruebas, eléctrico y de
precision exacta. Del cual el laboratorio de operacidn unitarias cuenta con uno pero
se encuentra obsoleto y no funciona.

Tamafio e particula, es necesario tener un equipo que pueda triturar de manera mas
fina, con més rendimiento. El equipo en el laboratorio por el uso constate calienta
en exceso y no tritura finamente, por tanto, se descartd el uso como variable del
tamafio de particula. Sin embargo, si se utilizé para poder observar el tamafio
promedio al cual se realizan las pruebas experimentales.

Concentracién de biomasa y concentracion &cido biomasa, en este aspecto es
necesario conocer la concentracion de celulosa. Por tanto, ningln laboratorio en
Bolivia y en especifico Tarija realiza este tipo de analisis y los laboratorios
prestados por la universidad no cuentan con equipos para poder realizar las

determinaciones de celulosa.

Por tanto, en base a estos datos tedricos y las caracteristicas de los equipos en el

laboratorio de operaciones unitarias se define los parametros para realizar la parte

experimental del proyecto. Los cuales se presentan en la siguiente tabla:
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Tabla 111-8. Parametros para la conversion de celulosa a azucares totales

Inferior 5 2.50 85
Superior 7 3.00 90

Fuente Elaboracion Propia

Se determind que, a partir de la combinacion de las variables (tabla 111-8), se
determinan aquellas que son mas significativa con valores considerablemente

satisfactorios, siendo la variable respuesta la cantidad de azUcares reductores.

Tabla 111-9. Disefio factorial para el proceso de hidrdlisis

orueha Conc. Acido conc. Temp. °C
%v/v Sustrato
1 - - -
2 - + -
3 + - -
4 + + -
5 - - +
6 - + +
7 + - +
8 + + +

Fuente Elaboracion propia

En la siguiente tabla se muestran, ya con datos, los experimentos a realizar.
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Tabla 111-10. Disefio Factorial en Datos

Prueba ’Conc. De Conc. Sustrato Temp. °C Azlcares
Acido %v/v (9) Reductores

1 5 2.5 85

2 5 3 85

3 7 2.5 85

4 7 3 85

5 5 2.5 90

6 5 3 90

7 7 2.5 90

8 7 3 90

Fuente Elaboracion propia
En este sentido, se establecen las siguientes hipdtesis:

Ha: La temperatura, la concentracion del &cido y/o la concentracion de sustrato de
hidrolisis acida influyen en el rendimiento del proceso de obtencion de azUcares

reductores.
Por otro lado, se presenta la hipdtesis nula:

Ho: Ni la temperatura, ni la concentracion del &cido y ni la concentracion de sustrato
de la hidrolisis acida influyen en el rendimiento del proceso de obtencion de azucares

reductores.

Al ser un disefio factorial con replicacion, (Lara, 2015) describe el modelo con tres

factores los cuales se muestra en la ecuacion 111-1.

Ecuacion I11-1. Modelo de Disefio Estadistico de 3 Factores con Replicacion
yijk1=u+ri+[3j+Yk+(TB)ij+(T7)ik+(BY)jk+(TBY)ijk+uijkl

Con:
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Donde r es el nimero de replicaciones y N = abcr es el nimero de observaciones.

El nimero de parametros de este modelo es, como en el modelo de tres factores sin

replicacion, abc+1 pero en este caso el niUmero de observaciones es abcr.

El objetivo del analisis de este modelo es realizar los contrastes sobre los efectos

principales, las interacciones de orden dos y la interaccién de orden tres.

yijk: Representa la observacion correspondiente al nivel (i) del factor A, al nivel (j) del

factor B y al nivel (k) del factor C.

u: Efecto constante, comun a todos los niveles de los factores, denominado media

global.

Ti: Efecto producido por el nivel i-ésimo del factor A, (3liti = 0).

Bj: Efecto producido por el nivel j-ésimo del factor B, (3j j=0).

vx: Efecto producido por el nivel k -ésimo del factor C, (3k vk = 0).

(tP)ij: Efecto producido por la interaccion entre AXB, (Xi (t)ij =Y (tf)ij = 0).
(ty)ik: Efecto producido por la interaccion entre AXC, (Xi (ty)ik = Xk (Ty)ik = 0).
(BY)jk: Efecto producido por la interaccion entre BxC, (3 (By)ik = Yj (BY)ik = 0).

(tBy)ijk: Efecto producido por la interaccion entre AXBxC, (Y. i (tBy)ijk = Yj (tBy)ijk =Dk
(tBy)ijk = 0).

Uiji: varios autores mencionan a este como independientes con distribucion N(0,c)

3.3.2. Disefios factoriales 22: Etapa de Fermentacion

En disefos industriales es frecuente considerar dos niveles para cada uno de los factores
que pueden intervenir en el disefio experimental. Un disefio con k factores que tienen
dos niveles requiere un nimero de replicaciones igual a 2 observaciones. En este tipo
de modelos se asume que los efectos son fijos y la aleatorizacién completa y se

consideran las mismas restricciones que en el caso de los disefios factoriales tipicos.
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El disefio 22 Se consideran dos factores A y B con dos niveles: bajo=0 alto=1 Los
niveles altos de los factores se representan mediante las letras a y b respectivamente y
los niveles bajos se representan por la ausencia de dichas letras. Si ambos niveles son

bajos se considera un valor igual a 1.

La bibliografia menciona que las combinaciones entre los valores bajos y altos
proporcionan la varianza, desviacion estandar y por consiguiente el analisis anova de

los resultados. De tal manera que las mismas son representados en la siguiente figura:

Figura 111-2. Combinaciones en disefio factorial 22

(0,0)
(1,0)
(0,1)
(1,1)

(1)
il
b

ab

Ll

Fuente: (Montgomery, 2004)
Las variables independientes seran:

v' Cantidad de levadura
v pH inicial
N° variables = 2
Niveles =2
N° de experimentos = 2°=4

N° de experimentos = 4*2=8 experimentos

De conformidad con lo que se expresa en bibliografia donde se mencionan las condiciones
promedio para una buena fermentacion de jarabes glucosados y para productos de
hidrdlisis. (Gerene B, 2013); (Andrade, 2018) (Daza, 2014) (Huayta, 2016)

El pH tiene una gran influencia en los productos finales del metabolismo anaerobio, por
lo tanto, es importante tener un control sobre esta variable del proceso de fermentacién

puesto gque los microorganismos poseen un pH éptimo en el cual tienen mayor velocidad
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de crecimiento y rendimiento. Al elegir esta variable, se tomo el control inicial al adecuar

el mosto para una mejor fermentacion.

El motivo por el cual se descarta como variable a la temperatura es porque aumenta la
cantidad de dias a fermentar y por problemas con el cronograma y el uso de laboratorio
permitido de dos semanas, solo permitieron el uso de 3 dias para el equipo, ademas que

existian estudiantes que segun cronograma debian utilizar el equipo.

En cuanto a la cantidad de levadura, este es una variable importante ya que son los
encargados de fermentar el azlcar presente en la harina, dando como resultado etanol y
dioxido de carbono (CO3), ademas de ser una variable que puede ser controlada, que nos
puede mostrar a que cantidad de levadura es posible obtener los mejores rendimientos en

la conversion de azdcares reductores a etanol.
Por tanto, en tabla I11-11. se presentan los datos para la fermentacion:

Tabla I11-11. Tabla de Variables para la fermentacion

Nivel Cantidad de Levadura g por litro pH
Inferior 1.20 4.50
Superior 1.40 5.00

Fuente: Elaboracion propia

Dando como variable respuesta el grado alcohdlico que se obtiene después de la

fermentacion y destilacion de cada experimento.

Las combinaciones se presentan en la tabla siguiente:
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Tabla I11-12. Disefio Experimental etapa de Fermentacion

Rendimiento
Prueba Cantidad de oh Extracto Extracto Alcohol
Levadura inicial final obtenido
°GL
L : - Eil Ef1 F1
2 + - Ei2 Ef2 F2
3 - + Ei3 Ef3 F3
4 + - Eid Ef4 Fa
> - - REil REFfL RF1
6 + . REi2 REf2 RE2
! : + REI3 REf3 RF3
8 + + REi4 REf4 RF4

Fuente Elaboracion propia
Se establecen las hipotesis para este disefio factorial

Ha: La cantidad de levadura y/o el pH del mosto influyen en el proceso de obtencion de

etanol
Por otro lado, se presenta la hipétesis nula:

Ho: Ni la cantidad de levadura, ni el pH del mosto influyen en el proceso de obtencién

de etanol.
En donde el modelo es el siguiente:
Ecuacion 111-2. Modelo de disefio factorial
yij=u+oci+[3j+a[3ij+aij
u =es el efecto medio global

; = es el efecto incremental sobre la media causado por el nivel i del factor de cantidad

de levadura.
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p; = es el efecto incremental sobre la media causado por el nivel j de pH

ap;; = es el efecto incremental sobre la media causado por la interaccion del nivel de la

cantidad de Levaduray el nivel j del pH.
&;;= es el término del error

Tabla 111-13. Disefio experimental etapa de Fermentacion combinaciones

realizadas
Cantidad de
Prueba pH
Levadura
1 1,2 45
2 1,4 4.5
3 1,2 5
4 1,4 5

Fuente Elaboracion propia

3.4. DESARROLLO DEL PROCESO EXPERIMENTAL

3.4.1. 1°etapa: pretratamientos

Esta es la primera etapa, en la cual tenemos procesos que son necesarios para el
acondicionamiento de la materia prima previo a la hidrolisis. Es por este motivo y para
su mejor comprensién se describe en figura I11-3, los procedimientos que se lleva a

cabo en esta etapa, para luego desglosarla en posteriores subtitulos.
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Figura I11-3. Diagrama de flujo: Pretratamientos realizados

Pretratamientos

Recepcion de materia
prima

Acondicionamiento

o
@
L coaa

Pulpa

Agua 60°C

Destilacion por arrastre de
vapor

Molienda y Tamizado

Limoneno

Hidréxido de sodio 1% p/v
Agua destilada
Sulfato de calcio

Acido citrico .
Agua destilada Filtrado y lavado Agua de lavado

Fuente: Elaboracion propia

Hidrolisis Hidrotérmica
Alcalina

3.1.1. Recolecciony analisis de la materia prima

Para realizar la parte experimental del proyecto; la materia prima constituida por
residuos citricos de pomelo, naranja, mandarina y limén fueron recolectados de lugares
estratégicos de la ciudad de Tarija: Mercado Campesino (CERCAT) en el almacén de
basura ubicado en medio del sector de venta de frutas. La cantidad recolectada fue
alrededor de 6 kilos. Cabe mencionar que la materia prima no tuvo costo alguno. En la

siguiente figura se observa el almacén del cual se extrajo la materia prima.
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Figura I11-4. recoleccion de la materia prima

Fuente: Elaboracion Propia

El analisis que se realiza a la materia prima es de azUcares reductores, de la misma
forma para los sustratos obtenidos posteriormente de la hidrolisis. los resultados son
analisis proximales que se presentaran el capitulo siguiente, los mismos fueron

realizados en el laboratorio de la Universidad Juan Misael Saracho CEANID.

Otro andlisis que se realiza es para encontrar el calor especifico para el balance de
energia en la etapa de secado, por lo cual es necesario conocer, la cantidad de fibra,

proteinas y carbonatos cuenta los residuos.

Como CEANID no cuenta con anélisis de: celulosa, hemicelulosa y lignina. Se realiz6
un analisis proximal de Holocelulosa para realizar una pequefia comparacién con los
presentes en otros proyectos de grado similares y observar su contenido de celulosa

posible para hidrolizar, el cual se detalla en el anexo C.
Para la recoleccidn y seleccion de la materia prima, se tiene en cuenta:

4+ Fruta completa (pulpa y cascara), o solamente cascara.
4+ Estado, grado de descomposicion en el que se encuentran tanto cascara como

pulpa.
La presencia de hongos, bacterias.

= &

Color

4 Los analisis realizados a la materia prima en cuanto ingresan al laboratorio
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3.4.1.1. Acondicionamiento

La materia prima contiene tierra, hojas y residuos liquidos que pueden perjudicar el
proceso. Por tanto, y segin recomendacion en bibliografia aquellos citricos que
pudieron ser encontrados enteros con poca degradacion o que sean pedazos grandes
son lavados con agua a una temperatura de 60°C. (fig. 111-5) (Alban, 2009). Con el fin

de eliminar las impurezas gque presentan.

Figura I11-5. lavado de la materia prima

Fuente: Elaboracion Propia

Al recolectar materia prima se noté los siguiente: los citricos estaban enteros, es decir
contenia pulpa y cascara, presentaban algunas zonas mohosas y algunos con olor a
fermentado; para evitar contaminacion se separaron de los que presentaban dichos

aspectos.

Aquellos que presentaron cascara y pulpa fueron pelados (Figura I11-6.), la cascara sera
la que se utiliza para obtener etanol. Se realizd el pesaje de la materia prima, tomando
una muestra aleatoria de 550 g para realizar los andlisis de fisicoquimicos en el
laboratorio CEANID.
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Figura I11-6. Céascaras separas de los diferentes citricos utilizados

Fuente: Elaboracion Propia

La cantidad recolectada fue de seis kilos doscientos treinta gramos, estos se
recolectaron de los basureros dispuestos por CERCAT y CRAMA en el Mercado
Campesino de la ciudad de Tarija. Cabe afiadir que una cantidad de 2 kilos fue utilizada

para pruebas previas a la experimentacion.

Tabla I11-14. Cantidad de cascara

Céscara Gramos
Total, recolectado 6230

Fuente: Elaboracion Propia
3.4.1.2. Extraccion de aceites esenciales (destilacion por arrastre de vapor)

Se realiz0 cortes a la materia prima con el uso de un cuchillo de acero inoxidable, sin

seccionar demasiado los residuos.

El procedimiento a seguir se tomo en cuenta trabajos citados en bibliografia; los cuales
sefialan las mejores variables para la destilacion con el uso del equipo de destilacion
que tiene el laboratorio de operaciones unitarias. (Benitez, 2016), (Quecafa,
2013)(Castillo, 2016).

Al iniciar la experimentacion se colocé agua en el fondo del equipo de destilacion hasta
que el nivel nos indique 6 litros; en cada bandeja se dispuso de 200 g de residuos,

equivalentes en total por cada tratamiento de 600 g. Se toma como dato inicial la
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temperatura del ambiente en el fondo del destilador en cuanto se empezaba el burbujeo
se iniciaba el conteo del tiempo para la destilacion como especifica las condiciones del
equipo.

En la siguiente figura I11-7 y 8 se observa el pesaje realizado en los recipientes para la

destilacion y el proceso de destilacion al momento de iniciar el proceso.

Figura I11-7. Pesaje de Materia Prima en recipiente para destilacion

- /A

Fuente: Elaboracion Propia

Figura I11-8. Equipo: Destilador por arrastre de vapor y recoleccion de

Aceite Esencial

Fuente: Elaboracion Propia

Se realizaron 9 extracciones, cada una de 2.50 horas iniciando el conteo del tiempo

cuando se produjo el borboteo del agua dentro de la torre suponiendo la llegada a la
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temperatura de ebullicion y comprobada ya que al finalizar se controlé la temperatura
de la torre y de condensador. Terminado los procesos se realizara el pesado
correspondiente.

Se tomaron en cuenta los siguientes datos para realizar el balance de materia y energia
en el destilador durante el proceso:

Tabla I11- 15. Datos que se recolectaron durante el proceso en la torre

Datos Unidades
Masa de residuos cargados a la torre g
Masa de residuos citricos al final de la g

extraccion

Masa de agua no evaporada g
Temperatura inicial del agua en la torre °C
Temperatura del vapor en la torre °C
Masa de agua en la torre g

Fuente: (Castillo, 2016) (Benitez, 2016) (Quecafia, 2013)

Tabla I11-16. Datos que se recolectaron durante el proceso en el condensador

Datos Unidades

Masa de Agua condensada g

Masa de aceite obtenido g
Temperatura del condensador °C
Temperatura de entrada del agua de refrigeracion °C
Temperatura de salida del agua de refrigeracion °C
Tiempo de acondicionamiento Min
Tiempo de extraccion Min

Flujo masico de agua en refrigeracion als

Fuente: (Castillo, 2016) (Benitez, 2016) (Quecafia, 2013)
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3.4.1.3. PRIMER SECADO

Los residuos son llevados a secado a 105 °C (figura I11-9) hasta peso constante,
teniendo en cuenta la capacidad de la estufa SELECTA (fig. 111-9, y anexo D) se
agrupan en cantidades de 200 g peso en seco equivalentes a 282 g de peso como materia
hameda, que son el resultado de la destilacién por arrastre de vapor, a lo largo del
secado se pes6 aproximadamente unas 6 veces, dando como resultado que la duracién
de secado sea de 6 horas (figura I111-9), Tal como se describe en bibliografia.

Se realiza ademas la curva de secado para determinar el contenido de humedad con
6.50 g en equipo SECADOR INFRARROJO TERMOCONTROL-MA100H (anexo
D).

Figura 111-9. Secado de la materia prima

L

Fuente: Elaboracion propia
3.4.1.4. Molienda y tamizado

Tal como menciona en bibliografia, se tritura los residuos de tal manera obtener polvo
no tan fino el cual mediante granulometria poder determinar el diametro promedio,
para tal efecto se utilizo tamices de diferente tamafio. (Dominguez & Alvares, 2011)
Se realiz6 el pesaje de los residuos al inicio y conclusion del proceso. Se sigue la

nomenclatura para los tamices segun la siguiente tabla:
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Tabla I11-17. Nomenclatura las mallas segin UNE y ASTM

Nomenclatura UNE (mm) Nomenclatura ASTM
1.00 N° 18
0.50 N° 35
0.25 N° 60
0.06 N° 230

Fuente (Diccionario de Geotécnica, 2019)

El equipo utilizado fue el Molino de Discos (figura 111-10) por alrededor de 2 dias para
lograr que la totalidad de materia prima sea reducida en tamafio. Para el proceso se
programo a 125 rpm por 15 min por cada 200 g de sustrato deshidratado con descanso

de los equipos.

El tamizado (figura 111-11) fue utilizado netamente para el control del diametro

promedio. Para esta prueba se utilizaron 500 gramos de Sustrato Molido.

En las siguientes figuras se puede observar el equipo y el procedimiento realizado. Los

datos técnicos de los equipos utilizados se presentan en anexo D.

Figura I11- 10. Equipo y trituracion de la materia Prima

VIMS- BT 20M50 A

Fuente: Elaboracion Propia
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Figura I11- 11. Tamizado de la materia prima
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Fuente Elaboracion Propia
3.4.1.5. Pretratamiento alcalino (hidrélisis hidrotérmica alcalina)

A 200 g de Sustrato Molido se afiadié 2000 mL de hidréxido de sodio 0.10 N se
adiciono ademas 4.08 g de sulfato de calcio el proceso se llevo en autoclave a 125°C
1.80 bar de presion por 15 min. Segun bibliografia se menciona que el sulfato de calcio
evita la degradacion de la celulosa causada por el hidroxido de sodio; ademés las
especificaciones para la hidrdlisis hidrotérmica de cascaras de naranja, situando como
los que presentan mejor resultado. (Gerene B, 2013) (Lesly, 2010) (Boluda-Aguilar,
Garcia-Vidal, & Lépez-Gomez, 2010) (Marquez, 2017)

En la figura 111-12 se muestra el equipo; que consiste en un autoclave al cual se afiadio
agua destilada tal cual indica el modo de uso del equipo, ademas de programado segun

las especificaciones y el envase con la muestra a ser tratada.
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Figura 111-12. Preparacion de la materia para la hidrolisis hidrotérmica y el

equipo utilizado

Fuente: Elaboracion Propia

Al concluir el pretratamiento se observd un hinchamiento en la materia prima, y se
constata el debilitamiento en la estructura de la biomasa y posteriormente se lavé con

acido citrico hasta neutralidad como se observa en la figura 111-13.

Figura I11- 13. Hinchamiento de la materia prima al finalizar el pretratamiento

y lavado hasta neutralizacion.

Fuente: Elaboracion Propia
3.4.1.6. Segundo secado

Se coloco alrededor como muestra 200 g del sustrato pretratado a la estufa SELECTA
a temperatura de 105 °C, por un tiempo de 5 horas con 25 minutos hasta peso constante,
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se debe tener precaucion para que el sustrato no se caramelice, verificando su peso y si
existe particulas cristalizadas. Se realiza ademas la curva de secado para determinar el

contenido de humedad con 6.50 g de muestra.
3.4.2. ETAPA 2: HIDROLISIS ACIDA

Segun el marco metodoldgico se ha decidido por el uso de acido sulfurico diluido, los
cuales presentan mejor adaptacion a los residuos de citricos, ademas el tiempo se
reduce. Aunque posee cierta desventaja a la presencia de inhibidores los cuales segln

literatura no representan una cantidad alta como para evitar la produccion de etanol.

Segun bibliografia; sefialan las mejores condiciones que se resumen a continuacion:
100 mL de &cido sulfarico diluido, se agregan segun las combinaciones del disefio
experimental de 2.50 g y 3.00 g de sustrato (autores difieren en cuanto a la cantidad),
de los cuales se observé un buen rendimiento, por tanto, se decidio elegir dicho
procedimiento para un volumen de 250 mL. Se tomd en cuenta el rango de temperatura
entre 85y 90 °C por el tiempo de 6 horas y se cubri6 el vaso con vidrio reloj que
contenia agua fria, y la cual se cambid cada 10 min, permitiendo la condensacion del
vapor evitando la perdida de liquido. ; (Alban, 2009), (Boluda-Aguilar, Garcia-Vidal,
& Lopez-Gomez, 2010), (Gerene B, 2013), (Andrade, 2018), (Orozco, 2011), (Cortez,
2013).

Para tener un control en cuanto al avance de la reaccion, se tomaron 2 mL de liquido
cada media hora completando asi 12 muestreos con la ayuda de un gotero de plastico,

como se observa en la siguiente figura.
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Figura I11-14. Matraz Erlenmeyer con muestra en el equipo de agitacion

magnética

Fuente Elaboracion Propia
3.4.2.1.Determinacion del volumen de dilucion

Este paso es importante para poder determinar la densidad de la solucion y con ello el
rendimiento experimental, utilizando el procedimiento descrito por Andrade Castro el

cual detalla de la siguiente manera para los 8 experimentos:

Se utiliza una probeta de 300 mL, a la cual se agrega 100 mL de acido sulfarico diluido
segun las concentraciones a la cual se aplican en cada experimento, posteriormente se
agrega la cantidad de sustrato usado (2.50 y 3.00 g) y se ley6é de manera directa el
volumen final, para observar directamente el cambio en el volumen usado de acido
segun el punto 3.4.2. més el sustrato pretratado como se puede observar en la figura
11-15.

Figura 111-15. Medicién del Volumen de Dilucion

Fuente: Elaboracion Propia
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3.4.2.2. Determinacioén de la densidad

Se determino el peso de los 100 mL de acido sulfdrico y posteriormente se afiadié 2.50
y 3.00 g de sustrato (figura I11-16). Para obtener la densidad se dividio la masa con el
volumen de dilucion calculada previamente, repitiendo el procedimiento para los 8

experimentos y sus réplicas.

Figura 111-16. Medida de Densidad de la dilucion

Fuente: Elaboracion propia
3.4.2.3. Filtrado

Al finalizar los tratamientos se filtr6 cada muestra para llevar al laboratorio y realizar
su correspondiente analisis de azUcares reductores. El procedimiento es distinto, pues
la muestra era tan viscosa que el equipo de filtracion al vacio no funciond
correctamente, por tanto, se recurrié al uso de un liencillo fino, aunque tardo mucho

mas tiempo, pero fue mas eficaz.

Figura 111-17. Filtracion con liencillo

<1

Fuente: Elaboracion Propia
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3.4.2.4. Cinética de hidrodlisis acida

Para su célculo fue necesario conocer la cantidad de sustrato inicial, la cantidad de
acido y como respuesta la cantidad de azucares reductores que poseen las muestras por
tanto se dispuso la optimizacion de la etapa de hidrolisis, tomando el mejor
experimento. Se llevo a cabo un experimento con un volumen de 1.2 L. (figura 111-18)
de los cuales 1 litro fue realizado en matraz Erlenmeyer y 200 mL en vaso de
precipitado a la cual se aplicaron las condiciones que mas rendimiento obtuvo.
Tomando muestras alrededor de cada hora y llevando 200 mL para los respectivos
anélisis al CEANID.

Figura I11- 18. Cinética de hidrolisis acida

Fuente: Elaboracion Propia
3.4.3. ETAPA3: FERMENTACION

En esta etapa se toma en cuenta las especificaciones del fabricante de la levadura, los

valores que son ideales son de 4.50 y 5.00 de pH a temperatura de 37°C.

Para especificar de mejor manera el procedimiento se realiz6 un diagrama de flujo

detallado en la siguiente figura:
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Figura I11-19. Diagrama de flujo del Proceso de Fermentacién.
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Fuente: Elaboracion Propia

A continuacion, se describira el proceso realizado para cada etapa de la fermentacion,
en base a los trabajos presentes en la bibliografia.

3.4.4. Esterilizacion de materiales

La esterilizacion de los materiales de vidrio y metélicos se llevé a cabo en autoclave
(figura 111-20) de la siguiente manera: en primer lugar, se afiade agua destilada a
temperatura ambiente cubriendo la resistencia del equipo, se colocan los materiales, se
cierra el equipo y se programa el equipo a 121 °C y una Presion de 1.50 bar. Durante
15 min. (Andrade, 2018) (Huayta, 2016).
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Figura 111-20. Proceso de esterilizacion

Fuente: Elaboracion propia
3.4.5. Acondicionamiento del mosto

El pH inicial del mosto a fermentar es acido, segun bibliografia mencionan entre 1 a 3
de pH, por tanto, requiere un ajuste. Se utiliz6 NaOH para cada sustrato hidrolizado.
Se verifica: el pH inicial y la cantidad de NaOH utilizada; los cuales fueron
contabilizados en una tabla en el siguiente capitulo. El objetivo de este procedimiento
es liberar de sustancias toxicas como es el azufre y corregir mediante un ajuste de pH
al requerido para iniciar la fermentacidn que es entre aproximadamente 4.50 y 5.00. En

la figura a continuacion se muestra la neutralizacion:

Figura 111-21. Neutralizacién del producto hidrolizado

Fuente: Elaboracion propia
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3.4.6. Inoculacion de la levadura

Para lograr activar la levadura del tipo cervecera Saccharomyces Cerevisiae se siguen

los pasos descrita por el proveedor:

Se lleva 250 mL de sustrato hasta ebullicibn (93°C) para lograr eliminar
microorganismos que puedan afectar al progreso de la levadura, llevar el sustrato a
enfria hasta alcanzar la temperatura de 37 °C. al tener el compuesto a dicha temperatura
se adiciona las sales de fosfato con tiamina alrededor de 0.40 g por litro, para al final

agregar la levadura segun el disefio experimental.

Se observa en la figura 111-22 el crecimiento con la formacion de espuma y a los 30

min se adiciona al sustrato a fermentar.

Figura 111-22. Inoculacion de levadura y crecimiento

Fuente: Elaboracion Propia

3.4.7. Fermentacion alcohdlica

La fermentacion se realizd en un termostato a temperatura de 37°C en recipientes de
plasticos de 1.50 litros previamente esterilizados que contaban con una salida de gases

hacia una botella con agua para el escape del COo.

Al llegar a este punto, el mosto se encuentra ajustado en cuanto al pH segun el disefio
experimental, por tanto, se adiciona la levadura y se colocé en termostato por alrededor

de 3 dias, tiempo minimo para la fermentacion y cada dia se incorporé 1.50 g de
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nutrientes. (Andrade, 2018) (Huayta, 2016) (Boluda-Aguilar, Garcia-Vidal, & Lopez-
Gomez, 2010).

Se realizo el control del avance por medio del descenso de los Grados Brix. En la

siguiente imagen se aprecia el envase con el mosto a fermentar.

Figura I11- 23. Mosto (Sustrato hidrolizado) a fermentar

\

Fuente: Elaboracién Propia

De la misma manera en la figura 111- 24 se aprecia a los envases dentro del termostato

empezando el proceso de fermentacion.

Figura 111-24. Equipo: Termostato y los experimentos realizados

Fuente: Elaboracion Propia
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3.5. ETAPA 4: DESTILACION

Esta es la Gltima etapa, en esta realizamos la separacion por destilacion simple del
etanol obtenido en todo el proceso, se realizd en un rotavapor que contiene una bomba

la vacio, llevando 600 mL del fermentado por un tiempo de 3 horas.

Para medir la concentracion de etanol en grados Gay-Lussac. Y al final se controlo la
cantidad de destilado obtenido el cual se detalla en el capitulo siguiente comprobar la
cantidad de alcohol obtenido. El equipo utilizado fue el ROTAVAPOR (figura 25) del

cual sus caracteristicas se encuentran en el anexo D.

Figura I11-25. Equipo de destilacion rotavapor

Fuente: Elaboracién propia



CAPITULO IV
ANALISIS DE RESULTADOS
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4.1. RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS ANALISIS DE MATERIA PRIMA

Se realizo determinacion de humedad, cenizas, proteina, grasa, carbohidratos y fibra
total, para lo cual se envié 550 g de muestras de residuos citricos posterior a la
extraccion de aceite esencial al Centro de Analisis Investigacion y Desarrollo
CEANID.

Este andlisis es necesario para la determinacion del calor especifico de las cascaras de
naranja y necesarios para el balance de energia en la destilacién por arrastre de vapor.

Se resume en un cuadro los resultados obtenidos y en anexo se encontraran el

documento avalado de los analisis:

Tabla IV-1. Resultado analisis fisicoquimicos de la Materia Prima

Porcentaje
Ceniza NB 39934:10 1.11
Fibra Gravimétrico 3.90
Grasa NB 313019:06 0.31
Hidratos de Carbono Calculo 22.75
Proteina NB/ISO 8968-1:08 2.56
Humedad NB 38027-06 82.37

Fuente: Elaboracion Propia
4.2. DETERMINACION DE HOLOCELULOSA

La holocelulosa es el término que se utiliza para referirse al total de los carbohidratos,
celulosa y hemicelulosas. La muestra debe estar libre de extractos (aceites esenciales)
por lo que se debe seguir el procedimiento descrito en la norma ASTM 1105-96 y
presentada en el anexo 1.

El resultado se expresa como porcentaje respecto al peso inicial en base seca, en este
caso cascaras de citricos. (Vazquez, 2015). Este analisis es meramente comparativo

para tener en cierta manera de caracterizar la materia prima que se tiene al inicio del
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trabajo, lo cual ya sea por pandemia o la imposibilidad de los laboratorios es dificil en

el Pais.
Se muestra en la figura V-1 el resultado final del proceso de determinacion.

Figura IV-1. Muestra al finalizar el secado

Fuente: Elaboracion Propia

El proceso fue realizado por triplicado, siendo las pruebas minimas segun bibliografia.

(Vazquez, 2015). Arrojando los siguientes datos para cada experimento:

Tabla IV-2. resultados de la determinacion de holocelulosa

o Peso del Peso del papel  Peso total de Peso final:
Peso inicial
papel filtro aluminio la muestra Holocelulosa
2.05 0.64 0.91 2.36 0.81
2.04 0.63 0.83 2.30 0.83
2.00 0.64 0.90 2.29 0.74

Fuente: Elaboracion Propia

Se determiné el porcentaje de holocelulosa, siendo el peso final y el porcentaje se

define por la siguiente férmula:
Ecuacion 1V- 1. Formula del porcentaje de holocelulosa

Peso de holocelulosa
Holocelulosa(%)= —*100
Peso seco de la muestra inicial
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Tabla IVV-3. Resultados de la determinacion de holocelulosa (%6)

Prueba Resultado %
1 39.59
2 40.79
3 37.39
Promedio 39.26

Fuente: Elaboracion Propia

Los valores son menores a los descritos por Marquez, pues en el mismo no contempla
la eliminacion de la lignina por el método de arrastre de vapor que indica Vazquez para

una buena cuantificacion de la cantidad de holocelulosa.

4.3. RESULTADOS EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL, DESTILACION
POR ARRASTRE DE VAPOR

La cantidad obtenida por cada destilacion de 360 g de residuos citricos y la cantidad de
aceite esencial fue de 3.30 mL que con la densidad del aceite esencial (p =0,84) este
tiene un valor de 2.77 g, el proceso de obtencion se detalla a continuacién en el

siguiente balance de materia y energia:

Tabla IV- 4. Datos para el Balance en la torre de Destilacion

Masa de agua en la torre 6000 g

Masa de residuos cargados a la torre 600 g

Masa de residuos citricos al final de la extraccion 782 g
Masa de agua no evaporada 3548 g
Temperatura inicial del agua en la torre 16°C
Temperatura del vapor en la torre 93°C

Fuente: Elaboracion Propia
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Tabla IV-5. Datos para balance de materia y energia en el condensador

Flujo mésico de agua en refrigeracion 75.7 mL/s

Masa de Agua condensada 2270 g

Masa de aceite obtenido 2.779
Temperatura del condensador 37°C
Temperatura de entrada del agua de refrigeracion 16°C
Temperatura de salida del agua de refrigeracion 18°C
Tiempo de acondicionamiento 37 min

Tiempo de extraccion 150 min

Fuente: Elaboracion Propia

4.3.1. Balance de materia

El flujo de agua de refrigeracion fue de 75.7 mL/s.
- balance de materia en el condensador:

Para una mejor comprension del equipo y para el elaborar los balances se presenta la
figura IV-2.

Figura IV-2. Diagrama de flujo en el condensador

Entrada de agua
E)

Corriente a
condensador (C)

Salida de Agua (F)

condehsador

Aceite esencial y

agua ()

Fuente: Elaboracion Propia

Para calcular la masa de agua de refrigeracion usado en todo el proceso de extraccion:
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Ecuacion 1V-2. volumen a partir del caudal
mL
v=Q*t=75.7 e *9000 s

v=681300 mL

Densidad del agua 1 g/mL, por tanto:

Ecuacion 1V-3. Célculo de la masa por la densidad
m=p*v=681300mL*1 g/mL
v=681300 g
No hay pérdidas pues el agua que entra es igual al que sale del condensador:
Ecuacion 1V-4. Balance de materia entrada y salida del agua de refrigeracion

E=F=681300 gr

Para el flujo de condensado y agua condensada se tiene el siguiente balance

Figura IV-3. Diagrama balance de materia en el matraz

Aceite esencial y

agua (D)
f‘ Agua
"/ Condensada Masa 2270¢g
ﬁ’_ﬂ (AC)
Aceite Esencial Masa 2.77g
(AE)

Fuente Elaboracion Propia
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Ecuacion 1V-5. Balance general en el matraz
D=AE+AC
D=2.77g +2270g=2272.77 g
- Balanza de materia en la Torre de destilacion

Figura IV-4. Diagrama para el Balance de materia en la torre

Torre de destilacion

Fuente: elaboracion propia
Datos

A=600g

B=6000L=6000 g

Agua no evaporada (ANE)=3548 g

G=782¢g

Siendo C la mezcla de vapores que sale de la torre hacia el condensador y que se

evaporan totalmente
Ecuacion 1V-6. Cantidad de vapores al condensador
C=D=227277g

La masa de agua residual sera la resta entre la masa de residuos que contiene agua y la

masa de materia prima cargada en la torre.
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Ecuacion 1V-7. Célculo de la masa de agua residual
MResigqua=G-A=782 g-600g
NIResidual:1 82g

Se procede al célculo de la masa de agua que queda en la torre, este es la suma del agua

no evaporada E y la masa de agua residual
Ecuacién 1V-8. Calculo de la masa total de agua que queda en la torre

MMasa total de agua en la torre:ANE+MMasa Residua1:354'8 g- 1 82g

MMasa total de agua en la torre ™ 3730 g

El célculo del vapor generado en la torre es representado como la suma de la masa de

agua condensada mas la masa de agua que queda en los residuos
Datos:
D=2272.77 g
MResidual=182 g
Ecuacion 1VV-9. Célculo del vapor generado en la torre

MVapor Gen.:D+MResidua1:2272‘77+1 82
MVapor Gen=2454.77 g

El flujo mésico de vapor generado es calculado dividiendo la masa de vapor generado

entre el tiempo de extraccion.
Ecuacion 1V-10. Formula para el Célculo del flujo masico

_ MVapor Gen. _ 2454.77 gI'
V' tiempo de extraccion 9000 s

=0.27 g/s

4.3.2. Balance de energia destilacion por arrastre de vapor

De la misma manera, se dividio en dos partes:
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- Balance de energia en la torre
Para poder interpretar se realizé la siguiente figura:

Figura IV-5. Diagrama para el balance de energia en la torre

Qtotal = Qgsensivie + Quatente

Torre de destilacion

a) Calculo del Calor Sensible Calor Sensible

El calor sensible es la energia térmica suministrada a un objeto haciendo que aumente

su temperatura en 1°C.
Datos:

1 kcal
p= kg°C

To=16°C
TEbu. torre=93OC

Ecuacion 1V- 11. Formulay célculo del Calor Sensible

p— * *
QSensible magua CP AT
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kcal

=6kg*1
& kg°C

Qqensible *(93-16)°C=462Kcal

b) Célculo del Calor Latente:

En el que la energia térmica no aumenta la temperatura, sino que promueve un cambio

de fase, por ejemplo, de liquido a vapor como en este proyecto.

Para realizar el calculo se necesita la potencia de la hornalla. Por tanto, el tiempo en la
etapa de acondicionamiento, es decir el tiempo entre el encendido de la hornalla y la

presencia de la primera burbuja.

tacondicionamiento = 0.62 h

Ecuacion 1V-12. Férmula para el Célculo de la potencia de la hornalla

P= Qsensible

tacondicionamiento

_ 462Kcal

0.60h =750 kcal/h

La multiplicacion entre la potencia de la hornalla y el tiempo, serd el calor latente de

la primera extraccion

Ecuacion 1VV-13. Célculo del Calor Latente

—Pp* )
QLatente p textraccwn

e keal B
QLatthe—750T 2.50 h=1875 kcal

Por tanto, se realiza el calculo del calor total en la torre para la primera extraccion

Ecuacion 1VV-14. Calculo del calor total

Qtotal:QSensible+QLatente

Qs =462 keal+1875 keal=2337 keal
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- Balance de energia en el condensador

Se dividira en el calor de vaporizacién y el calor cedido por el vapor de agua para el

cambio de fase dentro del condensador:

Figura IV-6. Diagrama de flujo para el calculo del balance de energia en el

condensador

tentrada = 16°C

tvapor a la torre = 93°C

condepsador
tsatiaa = 17°C

tsalida de AE y ac = 37°C

Fuente Elaboracion Propia
a) Calor de Vaporizacion
Se utiliza el calor latente y la masa de vapor generado.

Ecuacion 1V-15. Calculo del Calor de vaporizacion, Lambda de vaporizacion

7\’V = Qlatente
aporizacion
MVapor generado

2337 kcal

}VvaporiZaci()n: m =952 02kca1/kg

b) Calor cedido por el vapor de agua:

Para este calculo utilizamos la masa de agua que resulta de la decantacion de la

corriente D.



95

Datos
Agua condensada=2270g=2,27kg
tcondensacion=3 7°C
tEbullicion=93 °C
Ecuacion 1V-16. Formulacion del calor cedido por el vapor de agua
Qecdido™Qatente + Quensible

— k % *
chdido_mvapor de agua )"vaporizaci(')n—i_mvapor de agua Cp AT

1kcal
C *(37-93)°C

o

. * kcal .
Q. edido=2-27kg*949.88 k—g+2_27 kg

Quogigo=2029.12kcal

c) Calor recibido o calor ganado

Es necesario el uso de los siguientes datos, entre estos esta la corriente F de salida

de agua al condensador:

Datos

F=681300 g

tentrada=16°C

tsalica=17°C

No existe cambio de fase, por tanto, es calor sensible el que se da en esta etapa:
Ecuacion 1V-17. Célculo del calor recibido

Qrecibido=F *Cp*AT

keal | 18.16)°C
kg°C

Qjecibigo—081.30kg™1
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Q,ccibido—1362.60 kcal

En base a la ecuacién 14 el calor total en el condensador:
Qtotal:QSensible+QLatente

Q,0121=2029.12kcal+1362.60 keal=3391.72 kcal

d) Calculo del consumo de combustible

Para el célculo del consumo de energia en la extraccion, es necesario conocer el
poder calorifico del gas natural, el tiempo de extraccion sumado el tiempo de

acondicionamiento y la potencia de la hornalla

Como dato se tiene que el poder calorifico de gas natural boliviano es de 10188.81
kcal/m® (YPFB, 2015).

Ecuacion 1V-18. Calculo del consumo de Combustible (Gas natural)

* .
P ttotal de extraccion

Gas ido™
consumido™ p, jor Calorifico Gas Natural

750%*3.12h

Gasconsumido™ 10188.81 kcal/m3

m3

Gasconsumido=0-23 T



Figura I11-7. Diagrama de flujo y balance de materia y energia en la destilacion por arrastre de vapor

T

Qtotar| = 3391.72 kcal

NP4 ~ A=1600g

condefpsador

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Fuente Elaboracion propia

-

Olosar = 2337 keal . G=782g |
md L
Gasgonsumido-=0.23
Torre de destilacion E =3548¢
B =6000g

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

97
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4.4. RESULTADOS DEL PRIMER SECADO

Se determina la curva de secado del sustrato himedo obtenido de la destilacion por
arrastre de vapor, el balance de materia y energia, asi como también la curva de

secado se presentan a continuacion:
4.4.1. Balance de materia

Como la estufa es mas grande se decidio colocar una bandeja con el peso completo
de los 200 gramos pretratados, esto corresponde al peso de 1094 g. Se parte del 282
g de muestra seleccionada de la primera bandeja de la destilacién por arrastre:

Datos
Sustrato himedo: A=282.03g
Sustrato deshidratado: B=93.65 g
agua de salida C=?

Ecuacion 1V-19. Balance General del secado y Célculo de la Corriente de agua
en la salida

A=B+C
C=A-B
C=282.03g-93.65g=188.38¢g

Figura IV- 8. Diagrama de flujo: Proceso de secado

Sustrato Secado | Sustrato
Humedo | deshidratado
A=28203g B=9365g
Agua
A=188.38g

Fuente: Elaboracion Propia
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4.4.2. Balance de energia

En esta fase existe calor latente pues se da lo que es un cambio de fase del agua
presente en el sustrato himedo. Y como se presenta aumento de temperatura por

tanto también existira calor sensible.
Ecuacion 1V- 20. Balance general en el secado
Qpota ™ Lsensible T QLatente
Datos
Sustrato himedo (A)=282.03 g
Masa de agua evaporada (C)=188.38 g
Tinicia=70 °C
Tgna=105 °C
a) Calculo del Calor sensible:

El Calor especifico se calcula con la ecuacion presentada por Orrego (2003);
elaborado por Choi y Oikos (1983)

Ecuacion 1V-21. Formula segun Choi y Oikos para el calor especifico:
C,=4,180a+1,711p+1,928g+1,547¢+0,908¢

Donde:

a Fraccion masica del agua

p Fraccion masica de la proteina

o Fraccion masica de la grasa

¢ Fraccion masica de los carbohidratos
Fraccion masica de las cenizas

wy

Fuente: (Orrego, 2003)

Para este calculo utilizamos los datos de la tabla I1\V-1.
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C,=4.180%0.8237+1.711*0.0256+1.928*0.0031+1.547*0.2275+0.908*0.0111

Ch385 e
C —0.2 154
P K geC

Ecuacion 1VV-22. Calculo del calor sensible

QSensible:A*CpCéscara-Citricos *AT+C >l<le)agua*A’-[‘

kcal kcal

—0.28kg*9.21E-4 —— *(105-70)+0.18kg*1 *(105-
0.28kg*9 kgc(0570)0 Bkg*1 =56 *(105-70)

QSensible

QSensible:6'59 keal

b) Célculo del calor latente

Para el célculo del calor latente de vaporizacion en esta etapa, se debe considerar
la presion atmosférica en el departamento de Tarija dicho valor es

aproximadamente de 610.05 mmhg o su equivalente de 0.813 bar.

Partiendo con estos datos se ingresa a tablas del libro Mc Cabe W. L., Smith J. C.

(1998) que dan como resultado:

Magua=542.74 kcal/kg
Ecuacioén 1\VV-23. Calculo del calor Latente
QL atente=Magua™ Magua
Q| arenie=0-18Kg*542.74 keal/kg
Qp arente—102.19 Kcal

Ecuacion 1VV-24. Céalculo del calor total

Q,o=0-39 keal+102.19Kkcal



101

Q= 108.79 keal
c) Consumo de Energia:
Se presenta la ecuacidn para el célculo de la energia consumida
Ecuacion 1V-25. Energia eléctrica
E=P*t
Donde:
E: energia eléctrica (W)
I: intensidad de la corriente (A)
V: diferencia de potencial (V)
Tiempo de uso del equipo = 6 horas
potencia del equipo SELECTA = 2Kw

Factor de uso = 0.90

Eestuta = P * top estufa

Eestufa = 2 Kw * 6 h x 0.90 = 9 Kwh

4.4.3. Curva de secado

Se utiliz6 para tener datos més aproximados el equipo infrarrojo para medir la cantidad
de humedad presente a base de 6.50 gramos a temperatura de 105°C para luego llevar
lo demas de la materia prima al horno. Los resultados se presentan en la siguiente tabla:

Tabla IV- 6. Datos del secado para la curva

Tiempo Peso (9) Agua % de agua

(min) evaporada evaporada
00:00 6.50 0.00 0.00
00:05 6.07 0.42 6.49
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00:10 5.70 0.79 12.24
00:15 4.88 1.61 24.89
00:20 4.12 2.37 36.48
00:25 3.43 3.06 47.13
00:30 2.88 3.62 55.70
00:35 2.46 4.03 62.03
00:40 2.16 4.33 66.67
00:45 2.15 4.34 66.81
00:50 1.97 4.52 69.55
00:55 1.88 4.62 71.08
01:00 1.83 4.66 71.82
01:05 1.80 4.69 72.19
01:10 1.80 4.69 72.28
01:15 1.79 4.71 72.46

Fuente: Elaboracion Propia

Figura IV-9 Curva de Secado Tiempo (min) vs Peso (g)

Primera Curva de Secado

y = -4E+06x* + 377468x® - 9838,8x? - 98,163x + 6,5535
R?=10,9969

00:00 00:14 00:28 00:43 00:57 01:12 01:26
Tiempo (min)

Fuente: Elaboracion Propia
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La ecuacién que modela el secado del sustrato humedo es la siguiente, realizado en el
programa EXCEL.:

Ecuacion 1V-26. Modelo de la curva de secado y el valor de R?
y = -4E+06x4 + 377468x3 - 9838.80x2 - 98.16x + 6.55
R?=0.99
Fuente: Elaboracion propia

Por tanto, la humedad a la que se encuentra después del pretratamiento fue de 72.46%
mencionando ademas que el peso se debe a la separacion del aceite esencial (D-

Limoneno). la velocidad de secado maxima de secado alcanzado fue de 65.80mg/seg.
4.5. RESULTADOS EN LA MOLIENDA

En esta etapa las pérdidas son pequefia, por tanto, el enfoque va en la determinacién

de diametro medio utilizando el tamizado.

45.1. Balance de materia

a) Balance en el molino de discos
Se puede observar en los datos recolectados:
Sustrato Deshidratado (SD)=500 g
Sustrato molido=(SM)=492 g
Pérdidas=(P)=;?
Célculo de las pérdidas:
Ecuacion 1V-27. Balance Generar Molienda Calculo de las perdidas
SD=P+SM

P=SD-SM=500g-492g=8 g
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b) Balance en el Tamiz
Sustrato molido=(SM)=500 g
Sustrato Tamizado=(ST)=493 g
Perdidas=PER)=;7g
Ecuacion 1V-28. Balance General Tamizado
SM=PER+ST
Ecuacion 1V-29. Célculo de las pérdidas
PER=SM-ST=500g-493g="7g
4.5.2. Balance de energia

En este calculo no hay gasto o ganancia de calor por tanto se hace el calculo del
consumo de energia por el uso del equipo. Este proceso se llevd a cabo en 2 horas para

los 500 g que se tomd como base para el control.

Para el balance de energia en el tamizado, se tomo en cuenta los 15 min de uso del

equipo y la potencia de cada equipo.

Tabla IV-7. Condiciones de uso de los equipos: Molienda y Tamizado

Equipo Potencia (P) Tiempo de Uso (t)
Molino de Discos 1 KW 2h
Tamiz Vibratorio 0.92 KW 0.25h

Fuente: Elaboracion Propia

En base a la Ecuacion 1V-25 encontramos el consumo de los equipos. En Resumen:

— *
EMolino_PMolino tUso Molino

Epnoline=1 Kw*2h= 2 Kwh

— *
Etamizador - Ptamizador top tamizado
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Eramizador= 0.92 Kw*0.25 h= 0.23 Kwh

Figura IV-10. Diagrama de flujo de proceso: Molienda
(Emolino) = 2 Kwh

- 3 Sustrato
Sustrato deshidratado " Molido
(SD) =500 g (SM) =492 g

Molino de Discos

(P)=8g

Fuente: Elaboracion Propia

Figura IV-11. Diagrama de flujo de proceso: Tamizado
(ETamizador) = 0.23 Kwh

Sustrato Tamizado Sustrato
Molido (SM) Tamizado (ST)
(SM) =500 g _ (ST) =493 g

Perdidas
(PER)
(PER) =79

Fuente: Elaboracion Propia
4.5.3. Andlisis granulométrico

Tras la molienda se realizé un tamizado, con el uso de un tamiz vibratorio. Esto para

poder determinar el diametro al cual se logré reducir el sustrato deshidratado.

Como dato tenemos la siguiente nomenclatura de las mallas que se utilizé en el

laboratorio.



Tabla IVV-8. Nomenclatura las mallas segiin UNE y ASTM

Nomenclatura UNE (mm) Nomenclatura ASTM
1.00 N° 18
0.50 N° 35
0.25 N° 60
0.06 N° 230

Fuente: (Diccionario de Geotécnica, 2019)
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Se realiza el analisis de % de retencién y el porcentaje de materia por cada malla

utilizada.
Ecuacion 1V-30. Formula Porcentaje de retencion
% Retencién= Masa Retenida 100
o Retencion= Total de la masa Retenida
Ecuacién I1V- 31. Formula célculo de % acumulado
% Acumulado=% retencién+%Acumulacién anterior
Ecuacion 1V- 32. Formula Porcentaje de Retencion
% Pasa=100-% retencién
Tabla IV- 9. Calculo Realizado en Excel
N° Abertura Masa %
) ) _ %Acumulado % pasa
tamiz (mm) Retenida Retencion
N° 10 2 0 0 0 100
N° 18 1.00 30 6.08 6.08 93.91
N° 35 0.50 226 45.84 51.92 48.07
N° 60 0.25 215 43.61 95.53 4.46
N° 230 0.06 22 4.46 100 0
Total 493 100

Fuente: Elaboracion Propia
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Por tanto, el sustrato molido en un 45.84 % se encuentra en un diametro de 0.50
seguido de sustrato de diametro 0.25; son didmetros aceptables para realizar el

posterior procedimiento.

Figura IV- 12. Curva Granulomeétrica: Abertura de malla (didmetro) vs %

Pasa

Curva Granulometrica

100
90
80
70 .
60 S
50 3
40 e
30 >
20
10
0
2 02

Diametro (mm)

Fuente: Elaboracion Propia

En la grafica podemos observar del didmetro mayor a menor el porcentaje segun los
diametros de abertura de las mallas. Siendo 100 % de sustrato que pasa por las mallas
mas grandes, mientras que se observa como en mallas menores es dificil el paso del

sustrato obtenido.

4.6. RESULTADOS PRETRATAMIENTO ALCALINO HIDROLISIS
HIDROTERMICA ALCALINA

En esta etapa el sustrato muestra un hinchamiento y absorcion de agua por parte de la
celulosa y hemicelulosa, se observa un coloramiento excesivo lo cual demuestra la

sustraccion de la lignina y la apertura de los enlaces de parte de la celulosa.
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Para filtrar no se utilizé el equipo de filtracion al vacio, pues el mismo equipo era
ineficiente frente al sustrato pretratado debido a la viscosidad del mismo por tanto se
decidi6 utilizar liencillo un colador de doble capa, el cual, si presentd mejores

resultados.

Figura 1V-13. Hinchamiento, y decoloracion del sustrato posterior a la hidrolisis

alcalina

Fuente Elaboracion propia

4.6.1. Balance de materia

Se realiza el balance general del proceso con los siguientes datos:
Sustrato Molido (SM)=200g

NaOH=2000 mL=2 L

Cnaon=0,1N

_ kg
Praon=1-004

Masa de NaOH (MHS) al 0.1 N=2.00 kg=2008 g
Masa de Sulfato de calcio (MSC)=4.08 g
Agua(A)=2250 mL=2250 g

Agua Caliente(AC)=2075 g
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Sustrato Pretratado (SP)=2141.05 g
Pérdidas (P)=;? g

Vapor de Agua (VA)=;? g

Ecuacidn 1V-33. Balance General proceso de Pretratamiento Alcalino dentro del

recipiente metalico
SM+MHS+MSC=SP+P
Calculo de las pérdidas en el recipiente
P=200 g+2008 g+4.08 g-2141.05 g=71.02 g

Ecuacion 1V-34. Balance General proceso de Pretratamiento Alcalino en la

autoclave
A=AC+VA
VA=A - AC=2250g-2075g=175 g
4.6.2. Balance de energia

En base a la ecuacién de balance de energia general, en el proceso se presenta calor
sensible y latente. Se debe tomar muy en cuenta la presion a la cual se trabajé de 1,8
bar, utilizando a la misma tabla McCabe- Smith para el calor latente de vaporizacion:

Avaporizacien=508.74kcal /Kg
Los datos a continuacion se detallan:
Ecuacion 1V-35. Célculo del Calor total en el autoclave
Qrotal=A*CPagua*AT+VA*Ayaporizacion

1kcal
Kg°C

Qrota=2.25Kg* *(125-16)°C+0.17Kg*508.74kcal /Kg
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QTotal =334.27kcal

En base a la ecuacion 1V-25 se calcula el consumo de energia los datos son los que el

equipo proporciona
Pputoctave=3200 W

tuso Autoclave=15 min=0.25h

— *
EAutoclave - l:)Autoclave tUso Autoclave

Eputoctave=3.20 Kw*0.25 h= 0.80 Kwh

Figura IV-14. Resumen general balance de materia y energia

2008 g

Masa NaOH

(MHS)

Perdidas (P)

200
g 71.08¢

Sustrato
Molido (SM)

Sustrato
pretratado
(SP)

4.08g

Masa Sulfato
de Calcio

2141 g

(MSC)) Agua Caliente
(AC)

Vapor de Agua
(VA)

2150 g 175 g
Fuente: Elaboracion Propio

4.7.RESULTADOS SEGUNDA ETAPA DE SECADO

Se llevo a cabo una curva de secado para evaluar la humedad y las pérdidas que puede

haber en el proceso de pretratamiento.
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4.7.1. Balance de materia

El equipo utilizado, estufa SELECTA, es mas grande que en el anterior secado, por
tanto, se decidio utilizar los 200 g que después del pretratamiento su peso aumento a
2141 gy fue pesado en una balanza comercial NATIONAL del tamafio de la bandeja
colocada. Se llev6 a 105 °C, el tiempo fue de 5 horas con 25 minutos, no se caramelizé.

Datos:
Sustrato himedo Pretratado:(SHP)=2141g
Sustrato Pretratado deshidratado:(SPD)=171 g
Agua de salida (AS)=?
Ecuacion 1V-36. Balance general del segundo secado
SHP=SPD+AS
AS=SHP-SPD
AS=2141g-171g=1970 g
4.7.2. Balance de energia

Similar al primer secado, se realiza el calculo del calor total, reconociendo la existencia
del calor latente y sensible en base a la Ecuacion 1V-20 se amplia los términos y se

calcula de forma general.
Qmal:SHP”‘Cpcéscam"‘ATJrAS”<Cpagua"‘AT+AS”ﬁwpomciOn
Para el calor especifico Cp. el calculo cambia pues la humedad calculada fue:

Ecuacion 1V-37. Célculo de la humedad presente en la muestra:

Peso Inicial-Peso final .

Porcentaje de Humedad= 100

Peso inicial
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1094g-171g

* — 0
1094g 100=84.36%

Porcentaje de Humedad=

Por tanto, en base a la ecuacion 1V-21:

Cp=3.99

Kg°C

kcal

Cp=9.21E-4
P Kg°C

Por tanto, el célculo general es:

ke

al kcal
*(105-50)+0.92*542.74 —
kg °C

kg

kcal
C *(105-50)°C+0.92*1

Qro=1.09kg*9.21E-4 3

Qo =351.77 kcal
- Consumo de energia:
En base a la Ecuacion 1V-25:
Tiempo de uso del equipo=5.42 horas=325 min
potencia del equipo SELECTA=2Kw

Factor de uso=0.90

Eestuta = P * top estufa

Eestufa = 2 Kw ¥ 5.41 h ¥ 0.90 = 9.75 Kwh
4.7.3. Curva de secado

Esta curva fue realiza en base de 7.63 g en el equipo de secado infrarrojo del
laboratorio. El equipo posee una pantalla que indica el peso del secado. Tiempo
temperatura y velocidad, conforme se avanzaba se iba tomando los datos cada 5 min a
105 °C.
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Tabla 1V-10. Datos obtenidos para la curva de secado

Tiempo Peso (9) Agua % de agua
(min) evaporada evaporada
00:00 7.63 0.00 0.00
00:05 7.33 0.29 3.88
00:10 6.97 0.65 8.60
00:15 6.64 0.99 12.99
00:20 5.75 1.87 24.62
00:25 5.07 2.56 33.58
00:30 4.90 2.72 35.70
00:35 4.11 3.51 46.09
00:40 3.46 4.16 54.60
00:45 2.93 4.69 61.55
00:50 2.34 5.28 69.27
00:55 1.98 5.64 73.95
01:00 1.56 6.06 79.49
01:05 1.15 6.48 84.92
01:10 1.07 6.56 85.98
01:15 1.00 6.63 86.89
01:20 0.98 6.65 87.12

Fuente: Elaboracion Propia

Por tanto, la humedad a la que se encuentra después del pretratamiento fue de 87.2%
mencionando ademas que el peso se debe a la separacion de la lignina del sustrato y
un hinchamiento en la celulosa, la velocidad de secado méxima de secado alcanzado

fue de 73 mg/seg.
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Figura 1V-15. Segunda Curva de Secado

Curva de Secado

Peso (gr)

0:00 00:14 00:28 00:43 00:57 01:12 01:26
Tiempo (min)

Fuente: Elaboracion Propia

Ecuacion 1VV-38. Ecuacion Polindmica de tercer grado, representacion de la

curva de secado
y = 64194x3 -4251.50x% - 81.74x + 7.67
R?>=0.998
4.8. RESULTADOS EN LA HIDROLISIS ACIDA

Se realizé considerando: el tiempo de uso del laboratorio, el tiempo de entrega de
resultados. Se controld para cada experimento los grados brix, con el objetivo de
observar el avance de la reaccion en un periodo de tiempo de 30 min finalizando el

experimento a las 6 horas:

En base a las combinaciones de la tabla I11-8 y los resultados de laboratorio del

CEANID para cada experimento.

Conc. de Conc. Temp. Az. Az.

Acido Sustrato °C Reduc.(%om/m)) Reduc.(%m/m))
1 5 2.50 85 0.79 0.73

Prueba



~N o o A oW DN

8

~N o1 o1 NN o1

7

3.00
2.50
3.00
2.50
3.00
2.50
3.00

Fuente: Elaboracion Propia

85
85
85
90
90
90
90

0.80
1.03
1.09
1.01
1.05
1.10
1.09

0.84
1.01
1.05
1.03
1.07
1.09
1.06
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Tabla IV-11. Resumen de datos segun el tiempo de los 8 experimentos realizados

Temperatura Experimento

Muestra 1

Muestra 2
85°C

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6
90°C

Muestra 7

Muestra 8

Fuente: Elaboracion Propia

t1

7.60

7.40

9.40

9.60

8.40

8.30

9.10

9.30

to

7.90

7.70

10.20

10.30

9.10

8.90

10.50

10.80

t3

8.20

8.00

11.50

11.50

9.40

9.20

11.30

11.20

ta

8.30

8.30

11.80

11.70

9.80

9.60

11.50

11.60

ts

8.70

8.50

11.90

11.90

9.90

9.80

11.60

11.80

Tiempo (t)

t6

8.80

8.60

12.00

12.00

10.10

10.00

11.70

12.00

t7

9.00

8.70

12.20

12.20

10.20

10.20

12.10

12.20

ts

9.20

9.00

12.50

12.50

10.40

10.30

12.50

12.40

to

9.40

9.30

12.70

12.60

10.70

10.50

12.80

12.60

t1o

9.40

9.50

12.90

12.80

10.90

11.00

13.00

12.80

t11

9.50

9.60

13.00

13.00

11.00

11.30

13.20

13.00
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t12

9.60

9.70

13.10

13.20

11.10

11.50

13.30

13.20



Tabla IV-12. Resumen de datos segun el tiempo de las réplicas de los 8 experimentos realizados

Temperatura Experimento

Muestra R1

Muestra R2
85°C

Muestra R3

Muestra R4

Muestra R5

Muestra R6
90°C

Muestra R7

Muestra R8

Fuente: Elaboracion Propia

t1

7.30

7.10

9.30

9.40

8.50

8.20

9.00

9.50

to

7.50

7.40

9.90

10.20

8.80

8.50

9.60

10.00

t3

7.90

7.90

10.20

10.70

9.20

8.90

10.30

10.20

ta

8.10

8.30

10.50

11.30

9.60

9.40

10.70

10.60

ts

8.30

8.50

10.90

11.60

9.90

9.60

11.30

11.00

Tiempo (t)

t6

8.50

8.60

11.40

11.90

10.30

9.90

11.60

11.50

t7

8.90

8.70

11.80

12.20

10.50

10.20

12.00

11.80

ts

9.10

9.00

12.00

12.50

10.70

10.30

12.30

12.20

to

9.30

9.20

12.40

12.70

10.90

10.60

12.60

12.40

t1o

9.50

9.50

12.70

12.80

11.10

10.80

12.90

12.60

t11

9.60

9.60

12.80

13.10

11.20

11.30

13.00

12.90
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t12

9.80

9.60

13.00

13.10

11.30

11.60

13.20

13.00
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Los resultados del proceso de hidrdlisis de la tabla 1VV-12 demuestra el incremento en
el contenido de solidos solubles a medida que avanza la reaccion entre las cascaras de
los citricos (Compuesto de celulosa y hemicelulosa) y el &cido sulfarico, llegando a un

tope y luego manteniendo el valor de los mismos.

A comparacion de los resultados presentados en bibliografia se ve un aumento
considerable de produccion de AzUcares reductores y en su correspondiente
seguimiento con el refractdmetro en cuanto a los sélidos solubles presentes, hecho que
se debe a la extraccion previa del aceite esencial y del pretratamiento hidrotérmico con

hidroxido de sodio.

Segun Andrade Castro la cantidad de azucares reductores obtenidos fueron expresados
en g/L, por tanto, se llevd a un cambio de unidades, pues los resultados de este trabajo
se expresaron en gramos de muestra por 100 g de solucion, (m/m) de tal manera que

para la comparacion se tiene que realizar la conversion a g/L.

Tabla IV-13. Comparacion de mejores resultados

8.70 9.98

Fuente: Elaboracion Propia
4.8.1. Resultado del analisis estadistico de experimentos

El propdsito en este apartado es establecer los factores que influyen en el proceso de
obtencién de azlcares reductores en la etapa de hidrdlisis. En base al disefio factorial
23, es decir dos niveles y tres factores.

El software a utilizar es IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) version
26, el cual permite obtener los resultados significativos, de tal manera aceptar o
rechazar las hipdtesis establecidas. Ademas de corroborar el tratamiento con el

programa Minitab 19 que cuenta con un sistema mucho mas sencillo.

Los cuadros a continuaciéon son un resumen del disefio factorial realizado en

MINITAB, siendo un programa estadistico muy completo.
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Tabla 1VV-14. Anélisis de VVarianza SPSS

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente; AR

Tipo [l de

suma e Media
Origen cuadrados al cuadratica F Sig.
Modelo corregido 2269 T 032 AT 473 .ooo
Interseccion 15682 1 16682 27878400 000
Cacido 0e0 1 0a0 160,000 ooo
Csus 004 1 004 7511 025
Temp 0g4 1 0g4 149511 ooo
Cacido™* Csus 0o 1 0o 2178 -
Cacido * Temp 044 1 044 78400 000
Csus *Temp 002 1 ooz 3,600 094
Cacido* Csus * Temp oo 1 oo 1,111 323
Errar 005 g 001
Total 15912 16
Total corregido 231 15

a. R al cuadrado = 981 (R al cuadrado ajustada = 963)

Fuente: (Elaboracion Propia en base de los resultados obtenidos en SPSS, 2021)

Tabla 1VV-15. Analisis de Varianza Minitab 19

Fuente GL MC Ajust. ValorF  Valorp
Modelo 7 0.032 57.47 0.000
Lineal 3 0.059 105.67 0.000
Conc. Sustrato 1 0.004 7.51 0.025
Conc. Acido 1 0.090 160.00 0.000
Temperatura 1 0.084 14951 0.000
Interacciones de 2 términos 3 0.015 28.06 0.000
Conc. sustrato*Conc. Acido 1 0.001 2.18 0.178
Conc. sustrato*Temperatura 1 0.002 3.60 0.094
Conc. Acido*Temperatura 1 0.044 78.40 0.000
Interacciones de 3 términos 1 0.000 1.11 0.323
Conc. sustrato*Conc. 1 0.000 1.11 0.323

Acido*Temperatura
Error
Total 15

(e}

0.000

Fuente: (Elaboracion Propia en base de los resultados obtenidos en Minitab 19, 2021)
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Figura IV-16. Diagrama de Pareto muestra la influencia de las variables
en el proceso

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Azucares Reductores; o = 0.05)

Término 231

Factor Mombre

B A Conc. sustrato
B Conc. Acida

C Temperatura

BC

AC

AB

ABC

o 2 4 5 i 10 12 14
Efecto estandarizado

Fuente: Elaboracion Propia en base de los resultados obtenidos en MINITAB 19, 2021

Ambos programas nos dan resultados casi similares avalando y corroborando la
elaboracion del analisis, se observa en el diagrama de Pareto cuales son los factores
(variables) que mas afectan al proceso por parte del programa Minitab 19, estos se
encuentran en orden de influencia en el proceso: la concentracién del acido sulfurico,
la temperatura, la combinacion de acido y temperatura y por ultimo la concentracién

de sustrato. Siendo las deméas combinaciones complementarias para el estudio.

Los resultados posteriores del analisis como ser ANOVA y otros se encuentran
completos en el anexo B. Mientras de ahora en adelante se presentaron los resueltos en

el programa SPSS.

En el andlisis de varianza presentado por el programa SPSS en la tabla 1\VV-14 muestra
un valor de F calculado de cada factor, la manera de conocer si estos factores son
significativos sobre la hidrélisis cida en este programa se debe comparar el valor de F
con el F de tablas (Prueba de Fisher), calculado en Excel con un nivel de confianza del
95%.
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Tabla IV- 16. Resultado Prueba De Fisher

S7.47 3.50
27878.40 5.31
160 5.31
7.51 5.31
149.51 5.31
2.17 5.31
78.40 5.31
3.60 5.31
1.11 5.31

Fuente: Elaboracion Propia

Con el programa SPSS al realizar el calculo de la F de tablas y comparando se llega a
la limitante: si F tablas < F indica los efectos principales, que coincidieron con los

expuestos en la grafica de Pareto resuelto en el programa Minitab 19.

De igual manera, se analiza las colas de significacion resultantes de la ANOVA,
demostrando que a un nivel de confianza del 95% todos los valores obtenidos que son
mayores que 0,05 se sitlan en la zona de rechazo, por lo que se descarta la hipdtesis
nula, lo que concluye que la concentracién de acido, concentracion de sustrato y

temperatura influyen en la obtencion de los aztcares reductores en la hidrolisis acida.

Establecido lo anterior, se procede a realizar la regresion lineal a fin de establecer el

modelo matematico. Los resultados de la regresion se presentan a continuacion:

Tabla 1V-17. Andlisis de Varianza de regresion lineal

ANOVA®
Suma de Media
Maodelo cuadrados al cuadratica F Sig.
1 Regresidn 222 4 056 73,035 ,UUUb
Fesiduo 008 11 001
Total 23 15

a.Variahle dependiente: AR

b. Predictores: (Constante), Cacidotemp, Temp, Csus, Cacido

Fuente: Elaboracion Propia



122

Al analizar la tabla IVV-17, observamos el valor de F=73,03, el valor de tablas es igual
a 3.056 el cual, al cumplir con la condicion Ft < F se rechaza la hip6tesis nula por tanto
la dependencia lineal de la obtencion de azucares reductores respecto a los efectos
independientes es significativa. Ahora bien, para precisar el modelo respectivo se hace
uso de los coeficientes de la tabla siguiente:

Tabla IV- 18. Coeficientes del modelo

Coeficientes”

Coeficientes

Coeficientes no estandarizad
estandarizados o5
Maodelo B Desy. Error Beta i Sig.
1 (Constante) ,980 007 143,516 ,aoo
Cacido 075 007 624 10,872 ,0o0
Csus 016 007 135 2,356 038
Temp 073 007 604 10,510 ,aoo
Cacidotemp -,053 007 - 437 -7.611 ,aoo

a.Variable dependiente: AR
Fuente: Elaboracion propia

Los resultados de la Tabla IV- 18 establecen los coeficientes de los efectos en el
modelo; no obstante, la cola de significacion del factor concentracion de sustrato es

mayor a 0.025 y este puede es rechazado, por lo que el modelo resulta en:
Ecuacion 1V-39. Modelo lineal experimental

Az. Reductores=0.9940.75*Conc.Acido+0.73*Temp-0.53*CAcidoxTemp

Finalmente se analiza los factores de correlacion y determinacion obtenidos:
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Tabla IV- 19. Resumen del modelo de Regresion lineal

Resumen del modeloh

Errar
F cuadrado estandar de
Maodelo R F cuadrado ajustado la estimacian
1 Gg2@ 64 851 027548

a. Predictores: (Constante), Cacidotermp, Temp, Csus, Cacido
b.Wariahle dependiente: AR

Como se puede observar el coeficiente de Pearson sefiala un alto grado de correlacion
lineal entre las variables dependientes e independientes. Mientras que, el coeficiente
de determinacién indica que la variabilidad del porcentaje obtenido de azucares

reductores; queda explicado en un 96.4% por el modelo lineal obtenido.

La representacion grafica de los valores del rendimiento observado y el rendimiento

generado por el modelo se muestra a continuacion:

Figura IV-17. Rendimiento observado vs rendimiento esperado

Grafico P-P normal de regresion Residuo estandarizado
Variable dependiente: AR

10

08

06

04

Problema acumulado esperado

02

0,0 02 04 0,6 08 10

Problema acumulado observado

Fuente: Elaboracion Propia
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Por ultimo, se presentara el error de los valores de azlcares reductores observados con

respecto a los valores de rendimiento generado

Tabla IV-20. Errores entre valores observados y ajustados del modelo

EXP A R. A R.
OBSERVADO GENERADO
1 0.79 0.76
2 0.80 0.80
3 1.03 1.02
4 1.09 1.04
5 1.01 1.03
6 1.05 1.05
7 1.10 1.05
8 1.09 1.10
9 0.73 0.79
10 0.84 0.79
11 1.01 1.03
12 1.05 1.06
13 1.03 1.02
14 1.07 1.05
15 1.09 1.05
16 1.06 1.12

Fuente. Elaboracién Propia

Figura 1V-18. Valores observados vs valores ajustados al modelo

11

0,95

0,8

% Azucares Reductores

Fuente. Elaboracion Propia

Numero

ERROR

0.0236
-0.0091
0.0018
0.0418
-0.0200
-0.0091
0.0455
-0.0164
-0.0636
0.0491
-0.0273
-0.0164
0.0091
0.0200
0.0309
-0.0600

18
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Figura IV-19. Error entre el porcentaje de azUcares observado y lo

generado por SPSS

0,0600
0,0400
0,0200
0,0000
-0,0200
-0,0400
-0,0600

-0,0800

Fuente: Elaboracion Propia

En las figuras anteriores se observa los errores que se tienen por cada replica realizada

y el ajuste que se tiene para lograr la linealidad del modelo seguln la ecuacion 1V-39.

4.8.2. Calculo del volumen de dilucion
Para esta determinacion se utilizé lectura directa que se presenta:

Tabla IV- 21. Resultados de la determinacion del volumen de Dilucién

Concentracion  Volumen de Peso de Sustrato Volumen final
de Acido (%)  Acido (mL) deshidratado Molido (mL)
5} 100 251 104
5 100 3.01 105
7 100 2.50 107
7 100 3.00 108
5 100 2.52 104
5 100 3.03 105
7 100 2.50 107
7 100 3.06 108

Fuente: Elaboracién propia
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Con los datos de la tabla I\V-21 es posible realizar el calculo de la densidad, que es un
dato importante para el calculo del rendimiento de los experimentos y en especial del

que muestra los mejores resultados.
4.8.3. Resultados de la densidad de la dilucion
Los resultados se expresan en la tabla 111-22.

Tabla IV-22. Tabla datos y célculo de la densidad

Peso de la
Concentracion VVolumen de dilucion _
acida % Dilucién (mL) Peso de MP+ Densidad (g/mL)
Peso del acido
5 104 106.24 1.02
5 105 106.67 1.01
5 104 106.09 1.02
5 105 106.85 1.01
/ 107 107.64 1.00
! 108 108.14 1.00
7 107 107.63 1.00
! 108 108.18 1.00

Fuente: Elaboracion propia
4.8.4. Balance de materia

Los datos son

Pmezcla acido y sustrato™— 1.0059 g/ml

Para el Calculo de la masa que entra de sustrato y acido utilizando la densidad

encontrada en tabla 1VV-22.
SA=267.50g

ARS=264.34 g
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Ecuacion 1V- 40. Balance General y perdidas
SA=ARS+PE
PE=SA-ARS=267.50g-264.34g=3.16 g
4.8.5. Balance de masa en el filtrado
Datos:
Azucares Reductores mas sustrato ARS=264.34 g
Masa de Sustrato Hidrolizado (SH) en el liencillo=80.14 g
Mosto a fermentar (MF)=;?
Ecuacion 1V- 41. Balance General en el Filtrado
ARS=SH+MF
AR=ARS-SH=264.34g - 80.14g=184.19g
4.8.6. Balance de energia total

En esta etapa el calculo se hizo para el calor total del sistema, como no se llega a

temperaturas de ebullicion se tomd en cuenta el calor sensible en el sistema.

Segun ecuacién 1V-20 modificad solamente para el calculo de calor sensible

Qrotai=SA*Cpcascara*AT

Se puede Utilizar el Cp de las cascaras pretratadas pues no hay algun hidrato de carbono
que haya sido eliminado, la lignina que fue descartada es un polimero mas no un hidrato

de carbono que modifique al Cp

kcal
Kg°C

Cp=9.54E-4

kca

1
Qrota=0.26%9.53E-4 e C *(90-16)
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QTota=0.02kcal

Figura IV-20. Resumen Balance de Masa Hidro6lisis Acida

Perdidas 3.16 g

Qrotar = 0l02kcal

Sustrato 6.25 Azucares Reductores
Acido 7% Liquido + sustrato
(SA) (AR+S)
267.50g 26434 g

Fuente: Elaboracion Propia
- Consumo de energia.
En base a la ecuacién I1V-25 tenemos lo datos del equipo un agitador magnético
Tiempo de uso del equipo=6 horas
potencia del equipo AGITADOR CALENTADOR=640 w=0.64 kw
Eagitar = P * top agitador
Eestufa = 0.64Kw * 6 h = 3.84 Kwh
4.8.7. Cinética de hidrolisis acida

En base al mejor experimento, N° 7 del disefio factorial, se propuso la realizacion de

la cinética en base a 1200 mL llevando 200 mL por hora para su analisis.

Segun literatura, el analisis del comportamiento cinético en este caso del producto
azucares reductores va en aumento dependiendo del tiempo de reaccion y por lo cual

se postulan 2 consideraciones

v Se supone que la Unica reaccion que ocurre es la de formacién de azUcares

reductores, no tomando en cuenta la formacién de subproductos como el
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furfural, HMF ya acido acético al ser concentraciones minimas y disminuidas
por los procesos anteriores.
v Se considera 1.13 g por 100 g de solucién (11.3 mg/g) como la concentracion

de azucares iniciales.
Ecuacion 1V-42. Ecuacién de velocidad de reaccion

ds legn
dt

En donde:

S= Concentracidn de sustrato

k= constante de velocidad de reaccion especifica
n= orden de reaccion

Para encontrar k y n se linealizaron la ecuacion I1- 5 se linealiza obteniendo:

ds
In (—) = In (k) + nIn(S)
dt
Los datos en cuanto a los analisis de azucares reductores obtenidos:

Tabla 1V-23. Datos obtenidos para la cinética de hidroélisis

0 1.13 11.30
60 131 13.10
120 1.44 14.40
180 1.58 15.80
240 1.59 15.90
300 1.59 15.90
360 1.62 16.20

Fuente: Elaboracion Propia

Es necesario realizar el gréfico de la concentracion en funcidon del tiempo.
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Figura IV- 21. Gréfico tiempo vs Concentracion

[y
~

=
o)}
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=
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w

y =-2E-13x8 + 3E-10x° - 1E-07x* + 2E-05x° - 0,0018x2 + 0,0834x + 11,3
Rz=1

Conc. A.R. (mgr/gr)
o

[y
=

[N
o

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tiempo (min)
Fuente: Elaboracion Propia

Se realiza la linea de tendencia hasta que el valor de R? sea de 1, encontrando la

ecuacion polinémica de sexto grado.
Ecuacion 1V-43. Ecuacion representativa de la cinética de hidrolisis &cida
y = -2E-13x% + 3E-10x° - 1E-07x* + 2E-05x° — 0,0018%? + 0,0834x + 11,3

Se deriva la ecuacion en funcion de x:
f(t)=6* ((-2E%)x5) +5* ((3E10)x*) +4* ((-1E7)x?) +3* ((2E%)x?) +(2*(-0,0018x)) +0,0834

Se resuelve la velocidad de reaccion (r) para todos los tiempos propuestos, se desarrolla
el logaritmo para las mismas y para las concentraciones encontradas. Para mas cercania
a la linealidad se propuso que se deben eliminar los puntos fuera de la linea de

tendencia.
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Tabla IV-24. Resolucién de la ecuacion de sexto grado de la cinética de hidrolisis

Tiempo
(min)

0
60
120
180
240
300
360

Conc. A. R.
(mg/g)
11.30
13.10
14.40
15.80
15.90
15.90
16.20

acida

Valor

(N(mg/g*min)  Absolut

0.08
-0.19
-0.75
-1.53
-2.27
-2.54
-1.91

Fuente: Elaboracion Excel 2021

0
0.08
0.19
0.75
1.54
2.27
2.54
191

Log (r)

-1.08
-0.71
-0.12
0.19
0.35
0.40
0.282

Log (Conc)

1.05
1.11
1.15
1.198
1.20
1.20
1.21

Se descartan los valores en amarillo por ser valores alejados de la linealidad.

Figura V- 22. Grafico de linealidad y ecuacion que describe el modelo y R?

0,4
0,2

0

-0,2

Log r (ds/dt)

-0,4

-0,6

-0,8

-1

-1,2

1,4

Fuente: Elaboracion Propia

1,04 1,06

y =9,0645x - 10,688

R*=0,9787

log conc.

De tal manera que los datos para representar la ecuacion cinética:

1,22
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Tabla IVV-25. Resultados de la linealizacion

M (pendiente) 9.06
B -10.68
K 2.05E-11

Fuente: Elaboracion Propia
Ecuacion 1V-44. Modelo cinético de segundo orden

6=2.05E 11*C-9-06

Fuente: Elaboracion Propia

4.8.8. RENDIMIENTO EN EL PROCESO DE HIDROLISIS ACIDA

Se toman en cuenta los siguientes datos
°Brix inicial=9.10
°Brix final=13.30

El rendimiento en esta etapa se calcula de la siguiente manera:

Ecuacion 1V- 45. Formula para el calculo de rendimiento:

°Brix finales-°Brix iniciales

N °Brix iniciales

Calculando:

_ 13.30-9

= *1
n 9 00

N=47.78%

Presentamos en resumen los valores de rendimiento de la hidrdlisis acida:



Tabla IV- 26. Rendimiento de la Etapa de Hidrdlisis

Brix inicial
7.30
7.10
9.30
9.40
8.50
8.20
9.00
9.50

Fuente: Elaboracion Propia

4.9. RESULTADOS DE LA CORRECCION DE SUSTRATOS

Brix final Rendimiento
9.60 31.51
9.70 36.62
13.10 40.86
13.20 40.43
11.10 30.59
11.50 40.24
13.30 47.78
13.20 38.95
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Para llegar a los valores de pH necesario y seguir el procedimiento para una

sacarificacion y fermentacion separada, fue necesario no tomar demasiado tiempo y

realizar el ajuste con una base, en este caso con hidréxido de sodio solido.

Tabla IV- 27. Correccion de Sustrato

Fuente: Elaboracion propia

pH pH
0.03 62.76 451
0.04 59.35 4.49
0.06 57.93 5.00
0.06 Siees 5.03
0.04 60.24 4.53
0.04 60.34 4.50
0.05 58.46 5.02
0.06 57.92 5.04




134

4.10. RESULTADOS EN LA FERMENTACION ALCOHOLICA

En esta etapa la cantidad utilizada de sustrato que contiene azUcares reductores fue
Ilevada a volumen constante de 1000 mL, pues en la hidrdlisis se preparé 200 mL extra
de sustrato para compensar las pérdidas. En todo el proceso se tomo en cuenta la

medicién decreciente de los grados brix iniciales.

Tabla I\VV-28. Consumo de sustrato en la Fermentacion alcohélica en base al

disefio experimental

Sustrato Brix por dia
Inicio 1 2 3 4 5 6
F1 13.10 1250 12.00 1160 11.00 10.30 10.20
RF1 13.00 1270 12.10 1190 1140 10.20 10.20
F2 13.20 1230 11.60 1040 9.70 9.50 9.40
RF2 1290 1240 11.80 1150 10.70 9.90 9.90
F3 13.20 11.70 11.30 11.10 10.40 9.80 9.80
RF3 13.30 1250 1250 1150 10.70 10.30 9.80
F4 13.20 1230 1230 1040 9.90 9.60 9.50
RF4 13.30 1230 11.70 1040 9.70 9.40 9.20

Fuente: Elaboracion Propia

En la Tabla anterior se muestran los grados brix recopilados todos los dias que duro la
fermentacion, estos se van reduciendo a medida que las levaduras van consumiendo el
sustrato convirtiéndolo en etanol. Los solidos solubles restantes son considerados como

la hemicelulosa, la misma no pudo degradarse a glucosa.

Para observar el experimento que mejores resultados tiene, se realiza el calculo del

rendimiento y posteriormente realizar el disefio factorial correspondiente.

4.10.1. Rendimiento en la etapa de fermentacion
Se calcula primero el rendimiento tedrico y posteriormente el real en base a los grados

brix y la cantidad de etanol obtenido.
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a) Calculo del Rendimiento Tedrico
Datos al inicio de la fermentacion, ejemplo experimento 4.
°brix=13.30
Calculo de la densidad en base a los grados brix
Ecuacion 1V-46. Férmula para el célculo de la densidad con los grados brix

(°brix*4)+1000
1000

Densidad= p=

Fuente: (Zuiiiga, 2020)
Densidad=p=1.05g/mL
Volumen inicial=1000mL

Ecuacion 1V-47. Férmula para el célculo de la masa en base a la densidad

m .
=—-->m=p*v
=7 p

m=1.05 £ *1000ml=1053.20g
mL

De los grados brix definimos que 13.30 g de solidos por 100 mL de la solucién:

1053.20

11
13.30gdesohdo( 100

> =140.08 g de Aztlcares Reductores

Se considera idealmente que los solidos disueltos son la totalidad de azucares
reductores que seran fermentadas por la levadura. En base a ello se realiza la relacion

estequiométrica.

C6H1206+Levadura _ 2C2H50H+2C02

PM  180g 92 ¢ 88 ¢

92
140.07g de azUcares reductores * (1807;/) = 71.59 g de etanol
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b) Rendimiento Real

Para calcular el rendimiento real es necesario utilizar los grados GL leidos del producto

obtenido (ejemplo F4):
°GL=7.80

g
PEtanol pur0=0-78 E

Los grados GL muestran que 8 mL de etanol puro por 100 mL de la mezcla etanol-

agua.

7.8 mL de etanol
985mlL de sustrato fermentado* =76.83 ml de etanol
100 mL de muestra

Se utilizo la ecuacion 1V- 47 para el calculo de la masa real obtenida

m=0.78 ->-*76.83mL.=60.62g
mL

Por tanto, el célculo del rendimiento total
Ecuacion 1V- 48. Formula para el célculo del rendimiento total

n Real
N=——"
nTeorico

_ 60.62
"~ 71.59

n *100=84.67%

Siendo satisfactorio la realizacion de los procesos realizados. De tal manera que para

cada uno de los disefios experimentales se obtuvo los siguientes rendimientos:
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Tabla I1\VV-29. Calculo de la masa, etanol tedrico, rendimiento

EXP. EXTRACTO EXTRACTO °BRIX DENSIDAD MASA MASADE °BRIX °G.L. ETANOL MASA REND.

INICIAL ~ FINAL (mL) INICIAL INICIAL DE ETANOL  FINAL OBT. DE (%)
(mL) (9/mL)  AR.(g TEORICO (mL)  ETANOL
9 ()
F1 1000 960 13.10 1.052 137.86 70.46 10.20  6.30 60.48 47.72 67.72
F2 1000 955 13.20 1.052 138.97 71.03 10.20  6.80 64.94 51.24 72.14
F3 1000 975 13.20 1.052 138.97 71.03 940 7.0 72.15 56.93 80.15
F4 1000 985 13.30 1.053 140.08 71.59 920 7.80 76.83 60.62 84.67
RF1 1000 965 13.00 1.052 136.76 69.90 9.80  5.20 50.18 39.59 56.64
RF2 1000 945 13.10 1.052 137.86 70.46 9.80  6.50 61.42 48.46 68.78
RF3 1000 940 13.30 1.053 140.08 71.59 950  7.30 68.62 54.14 75.62
RF4 1000 980 13.30 1.053 140.08 71.59 9.90  7.60 74.48 58.76 82.08

Fuente: Elaboracion Propia
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4.10.2. Resultado del andlisis estadistico de experimentos

De la misma manera que en la hidrdlisis acida, los datos fueron procesados en el
software IBM SPSS version 26 y para corroborar los resultados se procesé también el
programa MINITAB 19. El analisis estadistico inicia evaluando cuél de las variables
son las mas representativas en el disefio. Para tal objeto se realiz6 un analisis de

varianza, y con su respectivo diagrama de Pareto.

Tabla 1VV-30. Anélisis de Varianza

Pruebas de efectos inter-sujetos

Wariabhle dependiente: Rendimiento

Tipo lll de

suma de Media
arigen cuadrados gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 08,2517 3 169,417 2,403 034
Interseccidn 413188,605 1 43188,605 2142 226 ,00o
C.Lev 94 806 1 94 806 4703 L0986
pH 409 552 1 409 552 20,314 011
CLev*pH 3,842 1 3,882 193 683
Error 80,643 4 201861
Total 43777, 4498 a8
Total corregido 588,893 T

a. R al cuadrado = 863 (R al cuadrado ajustada = ,760)
Fuente: Elaboracion propia SPSS, 2021
Figura IV-23. Diagrama de Pareto

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
{la respuesta es Rendimiento; a = 0.05)

Término 2_??,5
! Factor Mombre
A Cantidad de Levadura

] pH

AB

0 1 z 3 4 5
Efecto estandarizado

Fuente: Elaboracion Propia MINITAB 2019
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En base a los datos presentados se observa que la variable mas significativa en el
proceso fue el pH; demostrando que con la levadura es posible trabajar con un pH de
5. El analisis de varianza anterior muestra el valor F calculado de cada factor, lamanera
de conocer si estos factores son significativos sobre el rendimiento de la fermentacion,
es comparando su valor con el F de tablas el cual es calculado en Excel a un nivel de

confianza del 95%, dando como resultado:

Tabla IV-31. Resultados de la prueba de Fisher

8.403 6.59 Se acepta
2142226 7.70 Se acepta
4,703 7.70 No se acepta
20314 7.70 Se acepta
0.193 7.70 No se acepta

Fuente: Elaboracion Propia

De acuerdo a la tabla 1V-31 para valores Ftablas < F indica las variables que afectan el
proceso, la cual es el pH del proceso la mas significante, corroborando los presentados

en el diagrama de Pareto.

De igual manera, se analiza las colas de significacidon resultantes de la ANOVA,
demostrando que a un nivel de confianza del 95% todos los valores obtenidos que son
mayores que 0.05 se sitlan en la zona de rechazo, por lo que se descarta la hipdtesis
nula, lo que concluye que el pH de fermentacion si influye en el rendimiento del
proceso de obtencién de etanol.

Tabla 1V-32. Andlisis de varianza de regresion lineal

ANOVA®
Suma de Media
Modelo cuadrados al cuadratica F Sig.
1 Regresian 409,552 1 409,552 13,702 .o1o®
Residuo 179,341 G 29 880
Total 588,893 T

a. Variahle dependiente: Rendimiento

b. Predictores: (Constante), pH

Fuente: Elaboracion propia
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Segun la tabla 1V-30 el valor de F = 13.70 tiene un valor de tablas igual a 5.59,

demostrando cumplir la condicidn de Ftablas < F lo cual lleva a rechazar la hipdtesis

nula. Como resultado se determina la dependencia lineal del rendimiento con respecto

al efecto de la variable independiente pH. Para el modelo representativo que describe

el proceso se hace uso de los coeficientes:

Tabla 1V-33. Coeficientes del modelo

Coeficientes

Coeficientes

Coeficientes no estandarizados estandarizados
Modelo B Desv. Error Beta T Sig.
1 (Constante) 73,475 1,933 38,012 ,000
pH 7,155 1,933 ,834 3,702 ,010

a. Variable dependiente: Rendimiento

Por tanto, la ecuacién que escribe el modelo:

Ecuacion 1V- 49. Modelo lineal del disefio experimental

Rendimiento = 73.475 + 7.155 * pH
Finalmente se analiza los factores de correlacion y determinacion obtenidos

Tabla 1VV-34 Resumen del modelo en la fermentacion alcohdlica

Resumen del modeloh

Error
R cuadrado estandar de
Modelo R R cuadrado ajustado la estimacian
1 8347 695 G458 546719

a. Predictores: (Constante), pH

b, Variable dependiente: Rendimiento

Fuente: (Elaboracion Propia en base a Resultados Obtenidos de SPSS, 2021)

El coeficiente de Pearson sefiala un grado de correlacion lineal entre las variables

dependientes e independientes. Mientras que, el coeficiente de determinacion indica

que la variabilidad del rendimiento del proceso de fermentacion queda explicada en un
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69.50%. La representacion grafica de los valores del rendimiento observado y el

rendimiento generado por el modelo se muestra a continuacion:

Figura IV-24. Rendimiento observado vs rendimiento esperado

Grafico P-P normal de regresiéon Residuo estandarizado

Problema acumulado esperado

Fuente: (SPSS, 2021)

1,0

08

06

04

032

Variable dependiente: Rendimiento

0,0 032 0,4 06 0,8 10

Problema acumulado observado

Se presenta ademas el error entre los valores del rendimiento observado respecto a los

valores del rendimiento generado:

Tabla IV-35. Errores entre los valores observados y ajustados del modelo

~N o Ol ks wWwDN B

8

67.72 65.85 1.87
72.14 64.38 7.76
80.15 80.79 -0.64
84.67 79.28 5.39
56.64 69.55 -12.91
68.78 65.50 3.28
75.62 82.30 -6.68
82.08 80.15 1.93

Fuente: Elaboracion propia
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A continuacion, las figuras 1V-25 y 1V-26 representan los valores observados, los
ajustados y los errores de cada uno de los experimentos. Los mismos muestran que tan
cerca se encuentran de la linealidad generado por el programa SSPS y los obtenidos
mediante experimentacion.

Figura IV-25. Valores observados vs valores ajustados al modelo

90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Numero

Rend %

—@&— Rendimiento Observado —@— Rendimiento Generado

Fuente: Elaboracion Propia EXCEL,2021
Figura IV-26. Error entre el rendimiento observado y el rendimiento generado
10,00
5,00
0,00
0

-5,00

-10,00

-15,00

Fuente: Elaboracion Propia
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4.10.3. Balance de materia

Para realizar el balance de materia, se escoge tomar como referencia el experimento

F4. Los datos de tal experimento son:
Volumen de Mosto=1000 mL
Densidad inicial=1.05 g/mL

Por tanto:

Mosto (M)=1053.20¢g

Levadura (L)=1.20 g

Para transformar los mililitros de etanol en mezcla con el mosto obtenido al finalizar

la fermentacién, utilizamos la ecuacién de la densidad.

Volumen etanol-mosto=985mL

Densidad final=1.03 £
mL

Masa de Etanol-Mosto (MEM)=1021.25 g
Productos de Cola(PC)=;?
Ecuacion 1V- 50. Balance general para la fermentacion
M=PC+MEM+L
PC=M-MEM-L=1053.20 g-1021.25g-1.2 g=30,75 g
La fermentacion alcoholica se describe:

Ecuacion 1V-51. Ecuacion general de la fermentacion alcohdlica
CsH 206 + 2H2SO04 + 2ADP + 2NAD™ —* 2 CgH206 + 2C0O; + 2ATP + 2H,0 + 2NADH

La cual se simplifica:
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C6H1206—>2C2H50H+2C02 +Q

Tabla IV-36. Datos estequiometrias en orden

Reactivos Productos

CcH1,04 2C,HsOH 2C0,
1 mol 2 moles 2 moles
180 ¢ 92 88

Fuente: Elaboracion Propia
4.10.4. Balance de energia

Como la temperatura es constante y el uso del equipo, no es necesario calcular el calor
sensible del agua desde el ingreso a 17°C hasta la temperatura final de 37°C.

En base a la ecuacion:
Ecuacion 1V- 52. Balance general de Energia

Qtotal=Qsensible+ QLatente

Por lo anteriormente mencionado no hay calor latente, pues no llega a temperatura de

ebullicion
Qtotalzmagua*cpagua*AT
Se mantiene la cantidad de agua en 11 litros, equivalente a 11 kilos

kcal
kg°C

Qeota=11kg*1 *(37-16)°C=231 kcal



Figura IV-27. Resumen balance materia en la fermentacion

SAR =1053.20¢g Mosto

PC = 30.75 g
Qtotal == 231 kcal

Levadura () ~®—————) Fermentacion =————)

Productos de Cola

CO2 (PC)
L=120g l
Masa de
Etanol-Mosto SEt =1021.25g
(MEM)

Fuente: Elaboracion Propia
- Consumo de energia
Tiempo de uso del equipo=72 horas
potencia del equipo TERMOSTATO=960w=0,96 kw

Resolviendo:

—_p*
ETermostato=P top termostato

Erermostato=0.96 KW*72 h=69.12Kwh

4.11. RESULTADOS EN LA ETAPA DE DESTILACION
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Al finalizar la fermentacion, se midio la densidad y el grado alcoholico que poseia cada

experimento (Tabla IV-37). En este proceso tanto el fosfato de amonio con tiamina, las

sales de neutralizacion y la levadura restante fueron separados por la destilacion. Por

tanto, en base a los datos de la tabla 1V-28, en la que se muestra el proceso de

fermentacion para los 8 experimentos realizados se realiz6 3 destilaciones a los mejores

experimentos.
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Tabla IV- 37. Resultados de la Destilacion

Muestra  Volumen °G.L. Contenido pH Acidez Densidad
destilado  obtenido al de agua total (g/mL)
(mL) finalizar la (%) (%0)
destilacion
F4 220.54 22.40 77.60 6.60 0.87 0.971
F3 235.36 17.30 82.70 6.78 0.68 0.976
F2 243.47 14.70 85.30 6.81 0.58 0.979

Fuente: Elaboracion Propia

El mayor contenido de alcohol se obtuvo en el experimento F4 seleccionado por
presentar la mejor fermentacion. Ademas, que pH, Acidez Total, Densidad, fueron
obtenidos mediante analisis propio en el laboratorio de quimica de la Universidad

Auténoma Juan Misael Saracho.
4.11.1. Balance de materia
Masa de Etanol Obtenido en el expe. F4 (MEO)=76.83 g
Volumen de Etanol obtenido=220.54 mL
°GL=22.40

: g
Densidad del etanolganel puro)=0.78 oL

Con estos datos se realiza el calculo de la cantidad de etanol obtenido en los 220.54

mL recolectados, utilizando la férmula de densidad como se muestra en la siguiente

ecuacion:
220.54 mL de destilado= ——4mldeetanol _ o o mL de etanol
% ML de Aestad0= 1 00 mL de destilado "+ i (€ €tano
g

m=p*v=49.40 mL*0.78 — =38.98 g de etanol destilado
mL

Masa de Etanol obtenido (MEt)=38.98 g
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Agua evaporada (AE)=;?
Ecuacion 1V- 53. Balance General
MEO=MEt+AE
AE=SF-Et=76.83-38.98=37.85 g
4.11.2. Balance energia

La temperatura del agua al iniciar fue de 16 °C y al finalizar de 75°C los demas datos

son.
Masa de agua utilizada=4.5 litro=4.5 kg

Al utilizar destilacion simple existe calor latente y sensible por tanto el calculo de

divide:
a) Calor Sensible

De la ecuacion 1V-22.
QSensiblezma ua*cpa ua*AT
g g
Resolviendo

kcal
kg°C

QSensible:AI'-SO*1 *(75-16)

QSenSib]e - 2 65.5 0 kCal
b) Calor latente:

Para calcular el calor para latente se toma en cuenta la presion de Tarija tal como se
hizo en el proceso de secado y ademas al no estar en un ambiente cerrado en el cual el

vapor es recolectado. En base a esto el calor latente de vaporizacion es:
Aagua=542.74 kcal /kg

Por tanto, el calculo es:
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QLatente :}\agua*magua
Qratente=542.74kcal /kg*4.50kg=2442.33 kcal
Por tanto, el calor total sera:
Qrota1=265.50 kcal+2442.33 kcal=2707.83 kcal

c) Consumo de energia

Tiempo de uso del equipo = 3 horas
Potencia del equipo ROTAVAPOR 4000 = 1400W = 1.40 KW
Resolviendo:
Erotavap0r=P*top rotavapor
Eestura=1.40Kw*3 h=4.20 Kwh

Figura IV- 28. Resumen Balance materia y energia

Qrotar = 2707.83 kcal = (AE) = 37.85g

Masa de etanol
obtenido Exp. F4
(MEO)

Destilacion

|

Fuente: Elaboracion Propia



CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1. CONCLUSIONES

Gracias a todo lo anterior descrito, y en base al objetivo general, es necesario responder

de la siguiente manera:

El proceso para obtener etanol a partir de diferentes materiales lignocelulésicos como
son los residuos citricos frente a otras alternativas mas comunes como la cafia de azlcar
0 maiz muestra su gran apuesta para llevarla a un proyecto a gran escala; tomando en

cuenta la seleccion éptima para el proceso que se debe realizar.

Se destacan que el proceso seleccionado para este proyecto de grado mejora con un
proceso de pretratamiento para eliminar interferencias, el uso de una hidrolisis &cida
para obtener los azucares reductores, una fermentacion alcohélica que transforma los
azUcares en etanol y para la para concentrar ain mas el etanol; una destilacion que en
conjunto con los disefios experimentales se logra obtener etanol de una aceptable
concentracion y subproductos como esencias, compuestos quimicos de alto valor

agregado.

Este trabajo, proyecto de grado muestra una comprension de la posibilidad de obtener
etanol a partir de otras materias primas que se pueden encontrar por las ciudades

capitales ya sea en mercados o en ferias.

Es necesario e importante desglosar todo lo observado y analizado segun los objetivos
especificos propuestos, tal que las conclusiones de cada proceso seleccionado se

expresen conforme los resultados obtenidos:

e El andlisis de la cantidad de holocelulosa en este proyecto se presenta en un
porcentaje promedio de 39.26 % resultados que se encuentran dentro de los
rangos presentado en tablas que se encuentra entre un 37 a 40%, acercandose a
los resultados segun bibliografia, que presentan un porcentaje de 40.74%. Lo
que demuestra que la cascara y en general la fruta que se comercializa en el
municipio tiene las caracteristicas para lograr una hidrolisis y fermentacion
Optima logrando obtener una cantidad considerable de etanol. (Boluda-Aguilar,
Garcia-Vidal, & Lépez-Gomez, 2010) (Sasaki, 2011)
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En cuanto a la seleccién del proceso experimental, en base a la experimentacion se

concluye:

El pretratamiento de extraccion de los aceites esenciales demuestra ser un factor
clave que perjudica en la etapa de fermentacidn y su extraccion permite contar
con subproductos del proceso, hecho que permite en una el aprovechamiento
total de la materia prima obteniendo mayor beneficio econémico.

El pretratamiento hidrotérmico alcalino seleccionado en la metodologia,
demuestra que la lignina puede ser separada del proceso. De tal manera que no
represente un problema para el proceso de hidrolisis y fermentacion.

En cuanto a la hidrdlisis acida, se determind que es mas eficaz que los métodos
que emplean hidrolisis enzimatica mas que nada por el tiempo necesario para
el proceso, cabe mencionar que sus desventajas son: el uso de altas temperaturas
y el aumento en la concentracion de &cido.

La fermentacion se realizd segun lo seleccionado sin ninguna complicacion y
siguiendo el procedimiento de sacarificacién y fermentacion separada, pero con
el uso de un corto tiempo para el acondicionamiento de las levaduras como lo
explica la bibliografia.

Se utiliz6 una destilacion al vacio, eficaz que gracias al equipo se obtiene una
buena concentracion de etanol que, comparado con la bibliografia, esta se

encuentra segun los valores descritos.

Sobre la cantidad de azucares obtenidos en la etapa de hidrdlisis se tienen que;

realizando una comparacion, segun otros autores, tenemos una obtencion de 8.70 g/L

por parte de Andrade; 8 g/L de Mejia y trejo; 10.1y 9.6 g/L por parte de los trabajos

de Aguilar, este trabajo obtiene conforme el experimento 9.98 g/L.

Al ejecutar la fase experimental se concluye: en muchos de los procesos es necesario

adaptarse a los tiempos y la situacion de los equipos, que para este proyecto se fue

cumpliendo con cada etapa y segin cronograma.
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En cuanto a los rendimientos: de la hidrdlisis, se vio un aumento comparando con el
trabajo de Andrade, quien logra obtener un 24.27% de rendimiento, mientras en el
presente trabajo este equivale a un 47.78%, siendo el experimento 7 el que muestra los
mejores efectos: Concentracién de acido 7%, Temperatura de 90°C y la cantidad de
sustrato 2.50g por 100 mL.

En la etapa de fermentacion se logré obtener rendimiento del 84.67% de la muestra

fermentada 4: pH: 5 cantidad de levadura 1.40 gramos.

Comparando con trabajos similares de Andrade quien obtuvo un rendimiento de
74.17%. Segun el trabajo de Alban, quien obtiene 5.60% v/v 0 °GL de etanol mientras

este proyecto obtiene un 7.80 % o °GL.

Y por ultimo obtener un etanol de caracteristicas: Volumen 220.54; Concentracion de
22.40 °GL; Contenido en agua de 77.60 %; pH de 6.60; Acidez total (contenido de
Acido Acético) de 0.87 y de densidad 0.98.

5.2. RECOMENDACIONES

e Se recomienda continuar con las experimentaciones con materiales
lignoceluldsicos similares, y observar la creacion de subproductos que puedan
beneficiar a la industria.

e En la etapa de pretratamiento se sugiere evaluar el uso de hidroxido de calcio
frente al pretratamiento con hidréxido de sodio, como alternativa, ademas
comparar el rendimiento del mismo frente a este trabajo.

e Se sugiere ademas realizar estudios en cuanto a técnicas para la determinacion
de celulosa, hemicelulosa y glucosa, pues estos compuestos son muy esenciales
para realizaron de los célculos mas precisos.

e Se recomienda el uso de concentraciones méas bajas de é&cido sulfirico
aumentado la temperatura del proceso, o experimentar con enzimas comerciales
los cuales presentan una aceptabilidad mejor y no existe la produccion de

productos que afecten a la etapa de fermentacion. Ademas, se expresa que se
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debe realizar estudios en cuanto a la recuperacion de acido sulfurico, pues este
componente es de alto costo y de comercializacion controlada.

Es aconsejable el uso de diferentes acidos para la obtencion de etanol, como se
ve en literatura, el uso de &cido fosférico o acido citrico que pueden
considerarse como opciones para la hidrdlisis acida.

En la fermentacion es recomendable el uso de diferentes levaduras que
muestren un buen rendimiento frente a concentraciones mas altas de glucosa,
componentes toxicos y niveles altos de etanol producidos por los mismos.

Se sugiere elaborar una etapa de destilacion mas, con el objetivo de obtener
grado alcohdlico més alto para su uso como biocombustible y se analice la
mezcla con gasolina como se menciona en el capitulo I, o llegar a un grado

alcoholico desinfectante para su venta en los comercios del pais.



