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Resumen

En esta investigacion se evalu6 la factibilidad que presenta el lirio acuatico
(Eichhornia crassipes) para su uso como sustrato en produccion de bioetanol. Se
realizé la caracterizacion fisica del sustrato y mediante la aplicacién de un disefio
experimental en el cual se variaron las concentraciones de acido en relaciones
volumétricas, se determinaron las condiciones hidroliticas adecuadas para la
obtencién de azlcares reductores (fermentables), una vez encontrada la mejor
concentracion, se elaboraron los jarabes glucosados a mayor proporcion, mismos
gue se sometieron a un proceso de fermentacion. El aislamiento de la cepa, se
realizé del producto comercial Tradi-Pan ya que contiene levaduras utilizadas en el

proceso de panificacion.

Mediante el analisis estadistico ANOVA simple y la prueba de rangos multiples de
TUKEY se establecieron las mejores condiciones del proceso de hidrolisis que
fueron: concentraciones de acido sulfarico al 20%. Por medio de la evaluacion
microbiologica se determind la concentracion de microorganismos en solucién
favorables para la fermentacion. Las cinéticas de reaccion demostraron que es

posible obtener etanol a partir del lirio acuatico a partir de 48 h de reaccion.

Se concluye gue el acondicionamiento del sustrato permite su mejor manipulacién
y que el tratamiento quimico empleado (hidrolisis acida) permite la produccion de
etanol, aunque los rendimientos son bajos debido a que por cada gramo del
sustrato se producen 27.009 mg/g de azucares reductores, generando un maximo
de etanol de 1.12% por lo que se recomienda continuar investigando para probar
otros métodos de hidrolisis y emplear cepas genéticamente modificadas para la

produccion especifica de alcoholes.
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Abstract

In this research, the feasibility of the water lily (Eichhornia crassipes) for its use as
a substrate in bioethanol production was evaluated. The physical characterization
of the substrate was carried out and by applying an experimental design in which
acid concentrations were varied in volumetric ratios, the appropriate hydrolytic
conditions for obtaining reducing sugars were determined, once the best
concentration was found , the glucosaded syrups were elaborated to a greater
proportion, same that they underwent a process of fermentation. The strain was
isolated from the commercial product Tradi-Pan since it contains yeasts used in the

baking process.

By means of the simple ANOVA statistical analysis and the TUKEY multiple rangs
test, the best conditions of the hydrolysis process were established: concentrations
of sulfuric acid at 20%. By means of the microbiological evaluation the
concentration of microorganisms in solution favorable for fermentation was
determined. The reaction kinetics showed that it is possible to obtain ethanol from

the water lily after 48 h of reaction.

It is concluded that the conditioning of the substrate allows its better handling and
that the chemical treatment employed (acid hydrolysis) allows the production of
ethanol, although the yields are low because for each gram of the substrate 27,009
mg / g of reducing sugars per 1g are produced, generating a maximum of 1.12%
ethanol, so it is recommended to continue researching to test other hydrolysis
methods and to use genetically modified strains for the specific production of

alcohols.
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Introduccion

La produccion de biocombustibles hoy en dia, se ha considerado una opcion
sustentable que permite disminuir la dependencia del petréleo. A nivel mundial,
aproximadamente el 90% de la energia consumida proviene de fuentes no
renovables, provocando que los recursos fbsiles se estén agotando
aceleradamente (Becerra, 2010). Es por ello que las investigaciones en materia
energeética, se estan dirigiendo hacia la busqueda de nuevas fuentes de energias
limpias y renovables (Muto-Lubota, 2016). Actualmente existen diferentes maneras
de producir combustibles, una de ellas es utilizando materias biomasicas, estas
técnicas son amigables con el medio ambiente, permiten proteger los recursos
naturales tanto renovables como no renovables y sobre todo maximizar el uso de
productos y sub-productos agricolas, cuya disposicién final por lo general no esta

controlada (Sanchez et al., 2010).

El uso de combustibles renovables se tiene registrado desde 1931, cuando en
Brasil comenz6 a utilizarse gasolina mezclada con bioetanol en proporciones
volumétricas de 20 a 25 % (Galgano et al., 2012). El Centro de gestion de estudios
estratégicos reporta que en el periodo de 1975 a 2005, se produjeron 275 millones
de m3 de bioetanol, equivalentes a 1.510 millones de barriles de petréleo, lo que
equivale a mas del 11% de las reservas probadas de hidrocarburos en el subsuelo
brasilefio (CGEE, 2006). En la busqueda de incorporar nuevas fuentes de energia
en la matriz energética de América Latina, en Argentina se tuvo un primer impulso
de desarrollo de los biocombustibles, especificamente el bioetanol (etanol
anhidro), durante parte de las décadas de 1970 y 1980, poniendo en funcién el
Programa Alconafta, promoviendo la utilizacién de alcohol etilico anhidro como
combustible (FAO, 2013).

En México en el afio 2006, el Centro de Estudios para el Desarrollo Rural
Sustentable y la Soberania Alimentaria (CEDRSSA) elabor6é un estudio sobre la

situacién de los biocombustibles en el pais, donde se revel6 que el 8% de la



energia utilizada corresponde a energia renovables, asi mismo se consideroé que
se cuenta con el potencial para incrementar la produccion de biocombustibles
(CEDRSSA, 2010). En América Latina el mayor interés en los biocombustibles se
tiene en la fabricacién de bioetanol, con una produccién cercana a los 26,3
billones de litros, con una participacion de Brasil (34,2%), seguido de Colombia
(0,4%) (Morelos, 2016). De esa produccion de biocombustibles, la mayor parte se
centra en el uso de cafia de azlcar, seguido por maiz. Dado que los
biocombustibles se producen a base de alimentos, se genera una competicion por
la tierra utilizada asi como por la disponibilidad de agua, lo que impacta el precio
de los alimentos generando alza de manera directa al restringir la oferta de
cereales para la alimentacion, o de manera indirecta si los alimentos son insumos
de ganado; donde lo que se impacta es el precio de la carne y de los lacteos
(Salinas & Gasca, 2009).

Las tendencias biotecnolégicas actuales apuntan hacia la produccion de bioetanol
de segunda generacion, ya que se considera una alternativa que no atenta contra
la seguridad alimentaria; debido a que la materia prima utilizada, proviene de
residuos biomasicos generados en las actividades agricolas, forestales o en su
defecto proceden de especies vegetales de bajo valor comercial de las cuales se
extraen azucares fermentables (Ramos, 2009). Esta situacién ha hecho despertar
interés en los combustibles de segunda generacion que son aquellos derivados de
plantas o residuos vegetales, que no compiten directamente con los mercados
alimenticios, destacando especies vegetales dedicadas a la produccion de

biomasa con fines energéticos (Ballesteros, 2015).

La investigacion en materia combustibles renovables en México se ha realizado de
manera poco significativa, por lo que es necesario obtener informacién acerca del
uso de materias primas que no pongan en riesgo el abastecimiento de alimentos y
que permitan producir los combustibles a partir de biomasa lignoceluldsica.
Desafortunadamente en México no existe una fuente directa de azlcares para

obtener biocombustibles de segunda generacion (Martinez, 2002). En este



contexto, el lirio acuético (Eichhornia crassipes) surge como una alternativa ya que
cuenta con las caracteristicas apropiadas para ser estudiado como un sustrato
que permita, a partir de su hidrolisis, generar azucares fermentables utiles en la
produccion de bioetanol ya que actualmente se considera una planta nociva
debido a su rapida propagacion y crecimiento (Malik, 2007), incluso se considera
que este representa un problema ambiental ya que, debido a su excesivo
crecimiento, tiene la capacidad de modificar algunas propiedades fisicas y
quimicas de los sitios donde crece provocando la contaminacion en rios, lagos,

lagunas y afectando el equilibrio de ecosistema acuatico (Vélez, 2014).

En el municipio de Comalcalco, Tabasco, el lirio acuatico es considerado una
planta invasora, debido a que no representa aportes alimenticios, econdmicos e
incluso su crecimiento abundante en los rios, causa problemas de oxigenacién en
el ecosistema afectando a la flora y fauna presente en los cuerpos de agua, ya
gue inhibe el crecimiento de otras especies vegetales acuaticas endémicas de la
zona y debido a la eutrofizacion que genera provoca la migracién de especies
animales hacia otros sitios donde la oxigenacion es mayor. Es por ello que el
presente trabajo se centra en conocer el potencial del lirio acuético (Eicchornia
crassipes) como sustrato que permita producir energia carburante a partir de su
biomasa rica en unidades de celulosa y lignina, mediante la técnica de hidrolisis
acida; cabe resaltar que en el municipio de Comalcalco, Tabasco, la biomasa
extraida de los cuerpos de agua proveniene de diferentes especies de plantas
hidrofitas, la mas abundante de ellas es el lirio acuatico, misma que no es

aprovechada.



Objetivos

Objetivo general

Evaluar la viabilidad del lirio acuético (Eichhornia crassipes) como sustrato que

permita la produccion de bioetanol.

Objetivos especificos

e Determinar las condiciones hidroliticas 6ptimas para el procesamiento del
lirio acuatico en su etapa de pre-tratamiento.

e Cuantificar los azlcares reductores presentes en los jarabes glucosados.

e Evaluar el proceso de fermentacion de los jarabes producidos mediante el
uso de una levadura comercial.

e Establecer la tasa de rendimiento del combustible obtenido.



Hipotesis

Hipotesis general

El lirio acuatico (Eichhornia crassipes) es un sustrato potencial para la produccion

de bioetanol combustible.



Capitulo I. Marco teorico

1. Biomasa

De acuerdo a la Union Europea “la biomasa es la fraccion biodegradable de
productos, deshechos y residuos de la agricultura (incluyendo substancias
vegetales y animales), silvicultura e industrias relacionadas, asi como la fraccion
biodegradable de los residuos municipales e industriales” (Cerd4, 2012). Esta se
forma a partir de la materia organica formada en el proceso de desarrollo de
plantas, animales y microorganismos (Alessandrini et al., 2017) en un sentido
amplio, incluye diversos materiales organicos como madera, residuos de cosechas
y desechos animales (ver figura 1). La mayoria de esta es producida por las
plantas, quienes convierten la energia solar en material vegetal a través de la

fotosintesis que es un proceso donde intervienen CO2, agua y la luz solar. Este

proceso fotosintético normalmente convierte menos del 1 % de la luz solar

disponible, en energia quimica almacenada (McKendry, 2002).

Biomasa

[ | | |

Residuos de
industrias
agroalimentarias

Residuos
ganaderos

4Residuos agricolas

y forestales ¥ Residuos urbanos

Figura 1. Clasificacion de la biomasa.

La biomasa puede presentar alto potencial para la obtencién de combustibles,
servicios y compuestos quimicos de alto valor afiadido. En condiciones
sustentables, la produccibn de energia y compuestos quimicos esta
obligatoriamente ligada a la biomasa, particularmente a la fraccion lignoceluldsica
de la misma (Arteaga et al., 2015). La biomasa puede clasificarse de acuerdo a

sus caracteristicas como se ilustra en la tabla 1 (Salinas & Gasca, 2009).



Tabla 1. Clasificacion de la biomasa.

Tipo de biomasa Caracteristicas

Primaria Es la materia organica formada directamente de los seres
fotosintéticos. Este grupo comprende la biomasa vegetal,
incluidos los residuos agricolas y forestales.

Secundaria Es la producida por los seres heterotrofos que utilizan en su
nutricién la biomasa primaria. La constituyen la materia fecal o la
carne de los animales.

Terciaria Es la producida por los seres que se alimentan de biomasa
secundaria, por ejemplo, los restos y deyecciones de los
animales carnivoros que se alimentan de herbivoros.

Natural Es la que producen los ecosistemas silvestres; 40% de la
biomasa que se produce en la tierra proviene de los océanos.

Residual La que se puede extraer de los residuos agricolas y forestales, y
de las actividades humanas.

Cultivos Energéticos Recibe esta denominacion cualquier cultivo agricola cuya
finalidad sea suministrar la biomasa para producir
biocombustibles.

Fuente: Salinas & Gasca, 2009.

La Secretaria de Gobernacion (SEGOB, 2013) refiere que en México existen
diversas fuentes que pueden ser utilizables como sustrato con la finalidad de
generar distintas formas de energia, y cada tipo presenta un potencial energético
que puede variar dependiendo de la fuente de donde proviene como se muestra
en las tabla 2, asi mismo los cambios en el almacenamiento y distribucion de la
biomasa pueden también estar fuertemente influenciados por factores
relacionados con el desarrollo del rodal, calidad del sitio, composicion de especies,
variables ambientales, densidad y practicas agricolas aplicadas (Chavez et al.,
2016). Las plantas cultivadas son la mejor fuente de energia renovable que
pueden ser utilizadas para la produccion de biocombustibles (Diaz & Espinoza,
2016). Aunque hay gran disponibilidad de biomasa, la necesaria gestiéon para su
adquisicion y transporte para que pueda explotarse, hace que hayan pocas

empresas interesadas en aprovecharlas.



Tabla 2. Principales fuentes biomasicas en México.

Biomasa Fuente de proveniencia Contenido
energético
(TJ)
Agricola Granos y oleaginosas 71,811
Hortalizas 24,249
Frutales 13,980
Otros 1.878
Pecuaria Rastros 1,353
Granjas Porcicolas 12,806
Urbana Plantas de tratamiento de aguas residuales 22,708
Industrial Bagazo de cafa 2,127
Bagazo de agave 5,354
Bagazo de Malta 153
Forestal Biomasa de bosque de encino 202,792
Biomasa de bosque mixto 19,568
Biomasa de selva 1,256,239
Biomasa de bosque de pino 82,362

Fuente: SENER, 2013.

1.1 Biomasa lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica es una matriz compuesta principalmente por esteres
extraibles, proteinas, carbohidratos, celulosa, hemicelulosa, lignina y material
mineral. Es un heteropolimero complejo y el componente estructural de las plantas
(Arellano, 2015). Se excluyen en este caso la biomasa constituida principalmente
por almidon, proteinas y azlcares, como son los casos de los granos, cereales,
mieles y otros; es considerada el material organico mas abundante en la tierra
(Alejandro & Navarro, 2012).

Los materiales lignoceluldsicos pueden ser clasificados en tres categorias: en
primer lugar la biomasa natural producida espontaneamente en las zonas no
cultivadas, tanto en tierra firme como en zonas maritimas; el segundo grupo lo
constituye la biomasa residual procedente de las explotaciones agricolas vy

forestales, asi como la generada en las industrias y en los nucleos urbanos; por



altimo la biomasa producida especificamente para fines energéticos (Narvaes &
Martin, 2006)

El uso de este tipo de biomasa en la produccién de etanol ha sido beneficioso
ambientalmente ya que su aplicacion a gran escala en los sistemas de
transportacion contribuye de forma sustancial a la reduccion emisiones de COg,
SO2 y NO2 (Vifals et al., 2012). Los materiales lignocelulésicos, tienen la ventaja
de ser biodegradables, y renovables, siendo el resultado del proceso de
fotosintesis de los vegetales mediante la energia solar. Bajo este enfoque, su
empleo como combustibles representa una forma sostenible y amigable con el
medio ambiente de aprovechamiento de la energia solar (Alejandro & Navarro,
2012).

1.1.1. Estructura de la biomasa lignoceluldsica

La biomasa lignocelulésica presenta una estructura compleja, por lo que su
conversion a etanol comprende dos etapas generales: la primera de
pretratamiento e hidrdlisis; donde se obtienen los azucares simples fermentables
(glucosa y xilosa), y la de fermentacién en la cual estos azlUcares son convertidos
en etanol, por la accién de los microorganismos (Almenares et al., 2008). La
biomasa lignocelulésica de origen vegetal, esta conformada por tejidos de los
vegetales cuyas células presentan una pared celular constituida a su vez por un
entramado de micro-fibrillas de celulosa formando capas recubiertas de
hemicelulosa y sobre las que se deposita la lignina (Lestariet al., 2009). Los
componentes principales de las paredes celulares se pueden dividir en tres
fracciones organicas (ver figura 2) con las siguientes composiciones
representativas en peso seco: 20% -50% de celulosa, 15% -35% de hemicelulosa
y 10% -30% de lignina (Rinaldi & Schuth, 2009). Ademas, también contiene
cantidades mas pequefias de otros componentes minoritarios proteinas (3-10%),
lipidos (1.5%), azucares solubles, denominados extractivos y minerales (10.5%),

gue en los andlisis quimicos se estiman como cenizas (Morales de la Rosa, 2015).



La biomasa lignocelulésica es muy abundante y presenta un gran potencial para
producir una nueva generacion de combustibles liquidos utilizando los azucares
que se obtienen de la hidrdlisis de la celulosa y la hemicelulosa. Actualmente, la
tecnologia para la produccion de biocarburantes a partir de azicares se basa en

procesos de fermentacion para la produccion de bioetanol (Dofur, 2012).

Pared celular

i
Hemicelulosa
\; -
-_— —

— — —

Figura 2. Composicién de la materia lignocelulosica.

Fuente: Rinaldi & Schuth, 2009.

1.2Celulosa

La celulosa es el compuesto organico de mayor abundancia en la naturaleza (Imai,
2003), se considera de gran importancia a nivel biolégico y un polimero de interés
industrial. Consiste en un polimero altamente ordenado con dominios cristalinos
separados por regiones amorfas que constituyen potenciales puntos para ataques
guimicos y bioquimicos. Los dominios amorfo y cristalino se encuentran en las
fibras de celulosa nativas en proporciones variables en funcion de la especie
vegetal, de las condiciones de crecimiento de la misma e incluso de la parte de la
planta de la que provenga (Serrano & Garcia, 2017). Se disponen ordenadamente
formando estructuras cristalinas unidas por puentes de hidrogeno inter e
intramoleculares. Una fibrilla elemental contiene en torno a 36 cadenas de
celulosa; 20 fibrillas elementales forman una microfibrilla (como las que se

encuentran en la pared primaria de la célula); 250 microfibrillas forman una fibrilla
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y, por ultimo, unas 1.500 fibrillas forman una fibra de celulosa (Rivas, 2014).
Quimicamente pueden definirse como polimeros de la D-glucosa que se unen
entre si por enlaces B-1,4; esta disposicion la hace muy estable, ademéas de
poseer enlaces de hidrégeno que une sus moléculas entre si (ver figura 3),
confiriéendole sus conocidas propiedades como material estructural de la pared
celular (Butt, 2006).

Pared celular YA
Fibras celulosa

Microfibrillas

Puentes H
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@ Moléculas

o@. @ @ é:{ @o‘ oo G @.900 celulosa
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0" N

Figura 3. Composicién estructural de la pared celular de las plantas.

Monoémeros o @} 4 . ’

de glucosa ——————_ “ou

Fuente: Butt, 2006.

El enlace glicosidico se forma por la reaccién del grupo (— OH) hemiacetalico del
carbono anomérico de la B-D-glucopiranosa con el grupo (-OH) del carbono 4 de
otra B-D-glucopiranosa. Por esta razén, las unidades de glucosa en los extremos
de la cadena celulésica no son quimicamente iguales.

Uno de los extremos de la cadena de celulosa presenta un carbono anomérico
que no esta implicado en el enlace glicosidico, en este carbono 1 un grupo

aldehido de caracter reductor y en el otro lado al final de la cadena el carbono
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anomeérico esta protegido por el enlace glicosidico, no mostrando propiedades

reductoras (Casillas, 2010).

1.3 Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas abundante de la biomasa
terrestre, después de la celulosa, la composicion de la misma depende del origen
o fuente del vegetal que provenga (Gibbons, 2002). Las hemicelulosas forman
aproximadamente una tercera parte de los carbohidratos en las partes maderosas
de las plantas. La estructura quimica de las hemicelulosas consiste de cadenas
largas con una gran variedad de pentosas, hexosas, y sus correspondientes
acidos uronicos. Generalmente la hemicelulosa puede contener de dos a cuatro
residuos de azucares, pudiendo estas ser hexosa (D-manosa, D-glucosa y D-
galactosa), pentosas (D-xilosa y D-arabinosa) o sus &acidos urdnicos (ver figura 4).

El nombre dependera de la composicién en azucares (Cooper, 2013).

Las hemicelulasas también son llamadas xilanasas, que en accién con otras
enzimas de manera sinérgica biodegradan a la hemicelulosa, dando como
resultado xilosa y arabinosa. Esta enzima descompone los enlaces beta 1-4 xilano
de la hemicelulosa en uno de sus azUcares simples, que es la xilosa (Oyola,
2017). Las hemicelulosas son polisacaridos que, excluyendo la celulosa,
constituyen las paredes celulares de las plantas y se pueden extraer con

soluciones alcalinas diluidas.

Los xilanos son las hemicelulosas mas comunes y los polisacaridos no celuldsicos
mas importantes de las angiospermas (por ejemplo, monocotiledoneas y maderas
duras). Los xilanos estan constituidas por un esqueleto de unidades anhidro
xilopiranosil unidas por enlaces 3-1-4 glicosidicos, en el cual se pueden sustituir
varios residuos (Abril & Navarro, 2012). Las hemicelulosas poseen grandes
aplicaciones en la industria alimentaria. Algunas veces estan presentes como
auxiliares tecnoldgicos dentro del proceso de elaboracion de los alimentos, ya que
son utilizados como estabilizadores de emulsiones o0 suspensiones; asi como para

dar resistencia a los materiales (Sousa et al., 2010). Las cadenas de hemicelulosa
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no son lineales, tienen ramificaciones laterales y no tienen una estructura regular,
este polimero no es cristalino, por lo tanto es facilmente hidrolizado. Mientras que
la celulosa siempre mantiene la misma estructura y composicion, la de la
hemicelulosa puede variar ampliamente entre las especies de plantas
(Cunningham & Lépez, 1994).

Figura 4. Estructura quimica de la hemicelulosa

Fuente: Cooper, 2013.

En las maderas duras predominan los xilanos, polimeros de unidades [-
xilopiranosa unidas por enlaces B-1,4 que presentan ramificaciones. En los xilanos
los grupos hidroxilo pueden estar sustituidos con grupos 4-O-metilglucurénico
unidos por enlaces a-1,2 y por grupos acetilo unidos a través de enlaces éster en
las posiciones 2 y 3 del anillo de pentosa (Rivas, 2014). En las maderas blandas el
esqueleto de los xilanos es idéntico al de las maderas duras, presentando
sustitucion por grupos 4-O-metilglucurénico unidos por enlaces a-1,3. Los
glucomananos de las maderas blandas, que poseen mayor proporcién de manosa

que los de las maderas duras, tienen dos tipos de sustituyentes: los grupos acetilo
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unidos por enlaces éster a las posiciones 2 y 3 del esqueleto del azucar, y la

galactosa unida mediante enlaces a-1,6 (Ebringerova et al., 2015).

1.4 Lignina

La lignina es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado formado por
alcoholes aromaticos (ver figura 5) que da soporte estructural, rigidez,
impermeabilidad y proteccion a los polisacaridos estructurales (celulosa y
hemicelulosa) y es altamente resistente a la degradacién quimica y bioldgica.
Puede constituir del 15 al 25% de la biomasa lignocelulésica, esta composicion
varia en cada especie (Cuervo et al., 2009). La lignina representa el 30% de los
componentes del vegetal, es el constituyente intercelular incrustante o cementante
de las células fibrosas de los vegetales. Se concentra en la lamela media y
funciona practicamente como relleno para impartir rigidez al tallo de la planta
(Teran & Solorzano, 2013).
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Figura 5. Estructura y composicion quimica de la lignina.

Fuente: Bonilla, 2016.

14



1.5 Pretratamientos empleados en procesos donde se utiliza material
lignocelulésico.
En la actualidad se han desarrollado diversos tratamientos que permiten a los
materiales lignoceluldsicos volverse susceptibles a la sacarificacion, entre estos se

incluyen los tratamientos fisicos, quimicos y enzimaticos (Ferrer et al., 2002).

Mecéanico: Consiste particularmente en el corte de la biomasa lignocelulésica en
pedazos mas pequefios. El objetivo de un pretratamiento mecanico es la
reduccion en el tamafio de particulas, asi como de la cristalinidad. La reduccion de
tamafo de las particulas conduce a un aumento de la superficie disponible y una

reduccion del grado de polimerizacion (Cortéz, 2014).

Térmico: Durante estos pretratamientos la biomasa lignocelulésica se calienta. Si
la temperatura se incrementa por encima de los 150-200° C, parte de la biomasa
lignocelulésica, primero la hemicelulosa y en poco tiempo después la lignina,
comienza a ser soluble. Los compuestos producidos principalmente son
compuestos fendlicos y tienen en algunos casos efectos inhibitorios o toxicos

sobre las bacterias, hongos y levaduras (Rojas, 2011).

Agua caliente: El objetivo de este pre-tratamiento es solubilizar la fraccién de la
hemicelulosa como oligosacéridos liquidos solubles (Sheng, 2011). para hacer a la
celulosa mas asequible y evitar la formacion de inhibidores. Entre las ventajas que
presenta este pre-tratamiento se encuentra que no emplea ningun catalizador,
pero es necesario utilizar presion para mantener el agua en estado liquido a

temperaturas elevadas (Rojas, 2011).

Hidrolisis acida: El pretratamiento quimico con acido sulftrico diluido ha sido
reportado por sus altas tasas de reaccion y por su efectiva hidrolisis de la celulosa
(Sun & Cheng, 2002). A una temperatura moderada la sacarificacion tiene bajos

rendimientos. A altas temperaturas el tratamiento con acido diluido favorece la
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hidrolisis de la celulosa y se hidroliza cerca del 80% de la hemicelulosa (Cortinez,
2010).

Hidrolisis alcalina: EI mecanismo de hidrélisis alcalina se basa en la
saponificacion de los enlaces de éster que atraviesan los xilanos en la
hemicelulosa y otras

componentes como la lignina. Asi, el tratamiento con NaOH diluido aumenta el
area superficial y disminuye el grado de polimerizacion y cristalinidad por la

remocién de los enlaces entre la lignina y los carbohidratos (Sun & Cheng, 2002).

Hidrdélisis enzimatica: Este pretratamiento utiliza la combinacion de enzimas
degradadoras de polisacaridos mismas que actlan sinergisticamente en la
degradacion de la matriz de la pared celular. La hidrdlisis enzimatica puede ser
una mejor alternativa que la hidrélisis acida y tiene un potencial para el desarrollo
y mejoras de tecnologias para la produccion etanol a partir de biomasa que puede

ser competitivo con respecto otros combustibles (Martin & Thomsen, 2007).

1.6 Usos de la biomasa

Los usos de la energia producida con biomasa, son diversos y van desde
calefaccion, refrigeracion y produccion de agua caliente en el sector doméstico
hasta la generacibn de calor para procesos industriales y generacion de
electricidad (Cerdd, 2012). Para el aprovechamiento de la energia de la biomasa
lignoceluldsica contenida en los enlaces quimicos del carbono, es necesario
realizar siempre una combustion. La combustion de la biomasa soélida puede
realizarse directamente en un horno; sin embargo, cuando mediante tratamientos
fisicos, quimicos y biologicos intermedios se obtienen combustibles liquidos o
gaseosos, éstos se pueden quemar tanto en las calderas como en motores de
combustion interna, de donde se puede extraer calor y trabajo mecanico (Abril &
Navarro, 2012).
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1.7 Energias Renovables

De acuerdo a la SENER, se puede definir a las energias renovables como
aquellas cuya fuente reside en fendmenos de la naturaleza, procesos o materiales
susceptibles de ser transformados en energia aprovechable por el ser humano,
gue se regeneran naturalmente, por lo que se encuentran disponibles de forma
continua o periddica, y que al ser generadas no liberan emisiones contaminantes
(DOF, 2015). Dentro de las energias renovables, las mas conocidas son aquellas
gue representan usos mas faciles, menor bagaje tecnolégico y costos de inversion
menores al monento de su implementacidn como el caso de la energia solar,
biomasa, energia edlica e hidradlica, pero también existen otras menos conocidas
y aplicadas debido a su costo como la mareomotriz, geotérmica, entre otras (De
Juana Sardon, 2003). Las energias renovables presentan un potencial importante
para mitigar los efectos negativos del consumo energético en continuo incremento,
inducido tanto por el crecimiento econdmico, como por la transformacion de las
sociedades hacia modelos mas energointensivos (Altomonte, Coviello, & Lutz,
2003).

1.8 Bioenergia

La Real Academia Espafiola (RAE) define el término energia como la capacidad
para realizar un trabajo. La energia puede presentarse de maneras diversas, un
caso particular es la bioenergia, que se puede definir como cualquier forma de
energia derivada de los biocombustibles, es decir energia quimica acumulada
mediante procesos fotosintéticos recientes (Banco Nacional De Desenvolvimiento,
2008).

Los vinculos entre bioenergia y seguridad alimentaria son complejos. Hacer
sostenible el desarrollo de la bioenergia se convierte ain mas en un reto cuando
se trata de aprovechar sus beneficios potenciales en el desarrollo rural, el clima y
la seguridad energética (FAO, 2018).
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Es necesario un enfoque integrado para abordar estos vinculos y favorecer tanto
la alimentacion como los combustibles, de modo que se garantice que la

bioenergia contribuye al desarrollo sostenible.

1.9 Biocombustibles

Biocombustible es el término con el cual se denomina a cualquier tipo de
combustible que derive de la biomasa, nombre dado a cualquier materia organica
de origen reciente que haya derivado de animales y vegetales como resultado de
un proceso de conversion fotosintético; la energia de la biomasa deriva del
material vegetal y animal, como la madera de los bosques, los residuos de

procesos agricolas y forestales, de la basura industrial, humana o animal.

1.9.1 Clasificacién de los biocombustibles

De acuerdo con SAGARPA (2009), los biocombustibles se pueden ser de tres
tipos grupos: bioetanol, biodiesel y biogas (ver figura 6). Los biocombustibles han
sido una estrategia que ha permitido disminuir el impacto ambiental causado por el
uso de combustibles fésiles. Estos ofrecen mayor seguridad energética, desarrollo
rural, mejor desempefio de vehiculos y reduccion en la demanda de petrdleo
(Martinez et al., 2015).

Los dos biocombustibles mas usados en el mundo son el etanol y el biodiesel. Se
utilizan principalmente en los motores de vehiculos como automdviles y camiones.
El etanol generalmente se produce utilizando como materia prima la cafa de
azucar, los cereales y el betabel. El biodiesel, que puede usarse en lugar del
diesel convencional, se produce a partir de aceites vegetales o animales. Las
especies mas usadas para obtener biodiesel son la palma aceitera y la soya. El
etanol representa cerca del 90% de la produccion total de biocombustibles y el

biodiesel el resto (Espinoza et al., 2018).
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Bioetanol: Se produce a partir
de cultivos y residuos forestales.

Biogas: Se produce con
materiales biodegradables como
el estiércol.

Biodiesel: Se obtiene de grasas
animales y aceites vegetales.

Figura 6. Clasificacion de biocombustibles criterio SAGARPA
De acuerdo con la Secretaria de Energia, los biocombustibles se clasifican en
generaciones (Ver figura 7) dependiendo de la materia prima empleada en su

elaboracion. (Alvarez Maciel, 2009).

Figura 7. Clasificacion de las fuentes para obtencién de biocombustibles.
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1.9.2 Biocombustibles de Primera Generacién

Son producidos a partir de azlcares, amidas y aceites extraidos de una parte
especifica de plantas como cafia de azucar, trigo, maiz, palma aceitera y soya.
Esos biocombustibles ya son producidos y comercializados en cantidades
significativas por diversos paises, respondiendo actualmente por 1,5% del total de

combustibles de transporte en el mundo (Machado, 2010).

Los biocombustibles de 1ra generacién utilizan cultivos especificos como materias
primas; los més ampliamente difundidos son el biodiesel y el bioetanol. Este Gltimo
representa mas del 90% del total de biocombustibles que se utilizan actualmente
en el mundo. En Brasil, Suecia y Estados Unidos existen 6 millones de vehiculos
circulando que pueden aceptar mezclas etanol/gasolina de hasta 85% (Serna et
al., 2011).

1.9.3 Biocombustibles de Segunda Generacion

Son producidos de materias-primas no alimentares como residuos agroindustriales
y gramineas forrajeras de alta produccion de biomasa. Su produccion es
significativamente mas compleja, si comparados a los De 1ra generacion y todavia
no son comercializados. Son clasificados segun el proceso utlizado en la
conversion de la biomasa: bioquimicos producidos por Hidrélisis enzimatica,
fermentacién y termoquimicos . Las tecnologias para una conversion de Biomasa
en Biocombustibles de 2da y 3ra Generacién son existentes, pero todavia no

aplicadas en produccién de gran escala.

1.9.4 Biocombustibles de Tercera Generacion

Los combustibles de tercera generacion se producen con biomasa diferente a la
utilizada para los biocombustibles de primera y segunda generacién, su obtencién
estd basada en tecnologias emergentes que prometen una gran cantidad de

combustible por unidad de area y menores costos de produccion (Gonzalez &
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Kafarov, 2009). Estos biocombustibles son producidos a partir de la materia prima
modificada genéticamente de modo que facilita los procesos subsecuentes. Los
agentes de conversidon (microorganismos, algas) también son modificados

genéticamente para que el proceso sea mas eficiente.

1.10 Panorama internacional de los biocombustibles

En el contexto global, la bioenergia se estd convirtiendo en una industria
altamente dinamica. El acelerado crecimiento en la produccién y uso de los
biocombustibles, a nivel global (SAGARPA, S/A).Paises como Brasil, Estados
Unidos, Alemania, Austria, Canada, Francia, Italia, Malasia y Suecia son pioneros
en la produccién, ensayo y uso de biodiesel en automoviles. Algunos de estos
paises iniciaron sus investigaciones desde hace 10 o 15 afios y, actualmente,
rigen el mercado de los biocombustibles. Ademas, en 2007, Brasil, India,
Sudafrica, China, Estados Unidos y la Union Europea crearon el Foro Internacional
de Biocombustibles, con el fin de que sea un mecanismo de diadlogo entre los
grandes productores y consumidores de biocombustibles. Mientras tanto, paises
como Australia, Canada, China, Colombia, Ecuador, India, Indonesia, Malawi,
México, Mozambique, Filipinas, Senegal, Sudéfrica, Tailandia y Zambia, ya han

promulgado politicas para producir bioenergia (Gonzélez, 2009).

Se estima que la contribucién de la bioenergia al abastecimiento de la energia
primaria mundial podria alcanzar el 50% hacia el afio 2050, en la ultima década,
se sumoO un inesperado componente a la matriz energética mundial: los
combustibles liquidos obtenidos a partir de la industrializacion de granos y
oleaginosas (Montico, Di Leo, Bonel, Denoia, & Costanzo, 2012). Es por esta
razon que recientemente y debido a la produccién de biocombustibles,
especialmente el etanol de maiz, y a la escasez de otros alimentos, sus precios se
incrementaron entre el 20% y el 50% FAO (2007). También los precios de los
alimentos estdn aumentando a un ritmo acelerado en Europa, China, india y los

estados unidos.

21



En 2006, los biocombustibles liquidos fueron responsables por poco mas de 1%
de la energia mundial renovable y poco menos de 1% de la oferta anual de
petréleo bruto, evaluada en 4.800 billones de litros (Kojima & Johnson, 2005).
Actualmente el biocombustible mas utilizado es el etanol, cuya fermentacion es
una tecnologia bastante antigua. En este campo, los esfuerzos en investigacion
han sido logros incrementales en el rendimiento de los procesos convencionales y
el desarrollo de proceso para produccion de etanol utilizando la biomasa
lignocelulésica como materia prima (Machado, 2010).

Las propiedades del etanol como combustible llevaron al desarrollo y aplicacién de
motores a alcohol y motores para la mezcla alcohol-gasolina en Brasil. En 2007, la
produccion total mundial de ese biocombustible fue de 49,6 billones de litros y en
el afio siguiente alcanzo 65,3 billones de litros (EIA, 2012). Diversos paises se han
centrado en la produccién de bioetanol, siendo Estados Unidos y Brasil quienes
han destacado, para el afio 2008 fue posible identificar la produccion porcentual
de bioetanol producido en el mundo, las proyecciones mostraron que Estados
Unidos era el mayor productor generando 50%, seguido de Brasil con un 38% (ver

figura 8).

1% 1% 1%
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Figura 8. Produccién de bioetanol en el mundo.

Fuente: EIA, 2012.
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Recientemente, con la valoracién de las cuestiones ambientales, el interés en el
bioetanol fue nuevamente aumentado, ya que puede ser considerado como un
aditivo antidetonante de la gasolina para reemplazar el producto tetraetilo de
plomo que esta directamente asociado a las emisiones altamente contaminantes
(FAO, 2013).

1.11 Situacion de los Biocombustibles en el México

México ha desarrollado politicas para el fomento de los diferentes componentes de
la cadena de valor y el impulso del mercado de biocombustibles, sin desarrollar
mandatos para los mercados de combustibles para el transporte, aunque el
gobierno federal en el plan nacional de desarrollo 2013-2018 ha enfocado su
atencion en la investigacion referente a elaboracion de etanol anhidro, biodiesel y
bioturbosina (SEGOB, 2013).

Desde el 2004 la tasa media anual de crecimiento de la generacion energética con
fuentes renovables ha sido del 3.2%. Al cierre del primer semestre de 2017,
México genero el 20.82 % de su energia con fuentes limpias (SENER, 2017). Al 30
de junio de 2017, la generacion con energias limpias alcanz6 33,274.31 GWh, que
refleja un crecimiento del 8.79% con respecto al primer semestre del 2016 (ver
figura 10).
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Generacion Total: 159,819 GWh
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Incremento anual inter-semestral

INCREMENTO INCREMENTO

20,160.22 MW 21,541.72 MW 30,586.85 GWh  33,274.31 GWh

2016 2017 2016 2017
CAPACIDAD GENERACION

Figura 9. Energéticos en México.

Fuente: SENER,2017.

Del porcentaje de energias renovables, se estima que durante el primer semestre
de 2017 se generaron 33,274.31 GWh con fuentes limpias, que representa el

20.82% de la generacién nacional.
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1.12 Lirio Acuatico

Esta planta es originaria del Amazonas en Sudamérica, en donde se mantiene
bajo control por la accion de depredadores naturales y por las inundaciones
anuales que arrastran las plantas de lirio hacia el mar en donde no es capaz de
sobrevivir, sin embargo, debido a la mano del hombre, el lirio acuatico se ha
dispersado por todas las zonas tropicales del mundo. Muy poco se conoce acerca
de la introduccién de esta planta en México. Se cita su presencia desde 1897
como una especie naturalizada y bastante comun en las chinampas de Xochimilco
(Gutiérrez, 1997).

Es considerada una de las plantas con mejor reproduccion y tasa de crecimiento,
por lo cual se extiende rapidamente y forma tapetes o esteras que constrifien a las
plantas nativas sumergidas y flotantes en los cuerpos de agua (Harun et al.,2008),
disminuye la entrada de luz y merma el oxigeno disuelto en el agua. Es también
considerado una de las principales malezas de agua dulce a nivel mundial debido
a su rapido crecimiento y reproduccién, alta competitividad, movimiento por el
viento y corrientes de agua y propagacion por el hombre con fines ornamentales
(Gonzalez et al., 2010). Ademas, esta considerada entre las 100 especies mas
invasoras del mundo por la Uniébn Mundial para la Naturaleza (UICN). Su
capacidad reproductiva es alta, la biomasa de E. crassipes es capaz de duplicarse
en un mes a través de reproduccion vegetativa, lo que provoca la formacion de
densas colonias flotadoras, con el consecuente descenso del flujo de agua en los
embalses, y reduccién en la cantidad de luz. Existe una relacion negativa entre la
abundancia de E. crassipes y las concentraciones de oxigeno disuelto (Guevara &
Ramirez, 2015)

En 2000 se calculaba que existia una superficie cubierta por lirio cercana a las
150,000 has, siendo los estados de Jalisco, Veracruz, Tabasco e Hidalgo los que
presentaban el mayor problema con mas de 75 000 ha (Gomez & Cardenas,
2000). Se han registrado problemas por lirio acuatico en los estados de

Aguascalientes, Baja California Norte, Coahuila, Campeche, Chiapas, Colima,
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Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de
México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas y Veracruz
(Juarez, 2011) (ver figura 11). Asi, E. crassipes, ocupa el puesto numero ocho
entre las diez malezas mas invasivas del mundo (Arteaga et al., 2010) y es
considerada la maleza acuéatica que acarrea mayores problemas ambientales
(Gopalakrishnan et al., 2011).

Figura 10. Distribucion de las plantas acuaticas invasoras en México.

Fuente: Juarez, 2011.

1.12.1Clasificacién taxondmica y morfologia de la especie

El lirio acuatico (Eichhornia crassipes) es una planta hidréfita libre flotadora que
pertenece a la familia de las Pontederiaceae (Malik, 2007). De acuerdo al
departamento de agricultura de los Estados Unidos en la base de datos de plantas
registradas y secuenciadas (USDA, 2010), taxon6micamente puede clasificarse
como se indica en la tabla 3. El lirio acuatico se caracteriza por su tolerancia a

climas extremos, invade los cuerpos de agua con facilidad, debido al tipo de
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dispersion (a través de propagulos) que desarrolla, y es capaz de duplicar su

biomasa cada 6-18 dias, dependiendo de las condiciones ambientales (CONABIO,

2012).

Tabla 3. Clasificacion taxonémica de E.crassipes.

Reino
Phylum
Clase
Orden
Familia
Género

Especie

Plantae
Magnoliophyta
Liliopsida
Pontederiales
Pontederiaceae
Eichhornia

Eichhornia
crassipes

El lirio acuatico es una planta perene, que posee hojas de color verde brillante,

espigas florales de color violeta o amarillas y una raiz fibrosa (figura 12) que
puede llegar a medir hasta 3 m de largo (Secretaria de agricultura, 2016). Los

peciolos son los tallos de las hojas y los estolones son las estructuras que

generan nuevos individuos. Las inflorescencias poseen entre 8 y 15 flores. Los

frutos son unas pequefias cépsulas que contienen alrededor de 450 semillas

(Juarez, 2011).

lamina
s

seed/' V7 7

capsules

daughter
plant

stolon

Figura 11. Morfologia de E.crassipes.

Fuente: Juarez, 2011.
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Capitulo Il. Metodologia

Este trabajo forma parte del proyecto “Obtencion de bioetanol a partir de residuos
de frutas de mercados municipales” que se desarrolla en el Instituto Tecnoldgico
de Villahermosa. El procedimiento metodoldgico se realizo en colaboracion con el
Instituto Tecnoldgico Superior de Comalcalco en las instalaciones del laboratorio

de Analisis Instrumental.

2.1 Determinacion de los puntos de muestreo

Se seleccionaron dos puntos de colecta de lirio acuatico (Eichhornia crassipes) en
las orillas del Rio Seco pertenecientes a la zona urbana del municipio de
Comalcalco, Tabasco ubicados en la calle Mariano Arista, cuyas coordenadas son
18°15.767" Norte, 0.93°13.201" Oeste. Los puntos se determinaron tomando en
consideracion la abundancia de la especie y la accesibilidad al sitio para realizar la

colecta.

2.1.1 Muestreo

Se tomaron tres muestras de aproximadamente 1 kg de lirio fresco en etapa
adulta, recolectando las plantas mas cercanas a la orilla, las cuales se trasladaron
de forma inmediata en bolsas de polietileno cerradas, al laboratorio del Instituto
Tecnolbgico Superior de Comalcalco donde se lavaron con suficiente jab6n y agua
para retirar todos los residuos presentes. Una vez limpio se realizd la separacién
de los peciolos, tallos y raiz, seleccionando los tallos para el procesamiento que
consistié en su reduccién de tamafio mismos que se cortaron de forma manual
con cuchillos convencionales a tamafios de particula de 1 cm para facilitar la
deshidratacion (Ortiz, 2008).
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Figura 12. Macrolocalizacion del sitio de muestreo.

2.2 Pretratamiento de la materia prima

Por su composicién quimica, la biomasa lignocelulésica es muy diferente de los
productos con alto contenido de azlUcares o almidon. La estructura de estos
materiales, compuesta fundamentalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina,
hace que los procesos para la obtencion de biocombustibles deban ajustarse de
acuerdo a las caracteristicas de estos componentes haciendo necesaria la
implementacion de una etapa previa de pretratamiento para poder conseguir
fracciones hidrolizables para la obtencién de azlUcares que posteriormente puedan
ser fermentadas (Abril & Abril, 2008).

2.2.1 Determinacion de pH en fresco

Para este procedimiento se empled la norma mexicana NMX-AA-25-1984 que
hace referencia a la determinacion del pH de residuos sélidos por el método
potenciométrico. Para lo cual se calibr6 el potencidmetro con soluciones
amortiguadoras pH=4, pH=7 y pH=11. Posteriormente se pesaron 10 g de muestra
mismos que se transfirieron a un vaso de precipitado de 250 ml y se afiadieron 90
ml de agua destilada, la solucién se mezcl6 mediante agitacion continua durante

10 minutos y se dejo reposar por 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se
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sumergio el electrodo en la solucién y se tomoé el valor de pH registrado en la

pantalla del dispositivo, el procedimiento se realiz6 por triplicado.

2.2.2 Determinacion de humedad

Una vez finalizado el corte del lirio, se separ6 en sobres de papel estraza que
contenian 200g de lirio seco y se introdujeron al horno de secado a 70°C durante
cuatro horas, posteriormente se colocaron en un desecador de cristal durante 30
minutos para evitar la absorcion de humedad y se pesaron en una balanza digital,
el proceso se repitié hasta alcanzar peso constante.

El lirio seco se colocé en un triturador convencional marca Bella, durante 3
minutos para obtener particulas finas, mismas que se separaron por tamafo
haciéndose pasar por cuatro tamices, los tamafos de apertura de los mismos se

especifican en la tabla 4.

Tabla 4.Caracteristicas de los tamices.

# de Tamices Apertura (UM)
6 3,360
10 2000
20 841
40 420

2.2.3 Determinacién de nitrégeno total

La determinacion de Nrwotal Se realizé mediante la técnica de Khjeldal, para lo cual
se peso6 una muestra de 0.1 g de lirio acuatico seco en una balanza analitica y se
deposité en un matraz Kjeldahl, se le afiadieron 2 g de sulfato de cobre, 10 g de

sulfato de sodio anhidro, 25 ml de &cido sulfarico y unas perlas de ebullicion.

El matraz se colocdé en el digestor y se calentd cuidadosamente a baja
temperatura hasta alcanzar la carbonizacion de todo el material, una vez
realizado este procedimiento, se aumentdé gradualmente la temperatura hasta
alcanzar la clarificacion de la soluciéon, misma que se dejo enfriar y se le
adicionaron 400 ml de agua destilada para disolver por completo la muestra.

Posteriormente se agregaron 3 granulos de zinc y 50 ml de hidréxido de sodio
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1:1, inmediatamente se conect6 el matraz a un sistema de destilacion con salida
a otro matraz erlenmeyer que contenia 50 ml de de acido borico y dos gotas de
reactivo Shiro Tashiro como indicador. El destilado se titul6 con &cido clorhidrico
0.1 N a goteo y agitacién constante hasta observar el viraje del color del indicador

de violeta a verde. El % de Nitrogeno se calculé mediante la ecuacion 1.

Ecuacion 1

(ml del 4cido valorante — ml del blanco) x N del acido x 0.014 x 10C
Peso de la muestraen g

}%deNz

2.2.3.1 Preparacion de indicador universal Shiro Tashiro

El indicador universal se preparé pesando 0.5 g de verde de bromocresol y 0.1 g
de rojo de metilo los cuales se mezclaron y disolvieron con alcohol etilico al 96% y

se aforé a 100 ml.

2.3 Hidrdlisis acida

La hidrolisis es una reaccion quimica donde ocurre la ruptura de la molécula del
agua. Para evaluar las condiciones de reaccion adecuadas, se establecié un
disefio experimental simple (tabla 5), en el cual se consideraron cuatro
concentraciones experimentales de 10, 15, 20 y 25 % de acido sulfurico, cada una
con cuatro repeticiones, el disefio se replicé cuatro veces, los datos obtenidos se

analizaron con el softaware estadistico Statgraphics 16.

Tabla 5. Disefio experimental.

Concentraciones
experimentales Tratamientos
de H»SO4
10% X1 X12 X13 X4
15% X21 X22 X23 Xa24
20% X31 X32 X33 X34
25% Xa1 Xa2 Xa3 Xaa
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El procedimiento de hidrdlisis se realizé siguiendo la técnica de Tejeda (2009)
modificada. Para lo cual se agregd 1 g de lirio seco y tamizado en matraces de
balon y se adicionaron 20 ml de acido sulfurico a las concentraciones de prueba,
las muestras se calentaron a 121°C a reflujo en un bafio de aceite vegetal, para
controlar la reaccion se uso una torre de enfriamiento rapido (figura 16). Al término
de la reaccién, el hidrolizado se dej6 enfriar y se hizo pasar a través de filtros
papel celulosa Whatman No. 2, posteriormente se ajustd el pH a 7 con NaOH 5N y

se refriger6 para su conservacion.

Figura 13. Equipo de hidrdlisis.

2.3.1 Determinacién de azlicares reductores

El contenido de azlcares reductores en los jarabes hidrolizados se evalud
utilizando el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) conocido también como
método de Miller. Para la determinacion se agregé 1 ml de reactivo DNS en
diferentes tubos de ensaye, a los que posteriormente se les adicion6 1ml de jarabe
glucosado, los tubos se sometieron a calentamiento en bafio maria durante 20
min.

Una vez finalizado el tiempo de reaccién, las muestras se dejaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos, para posteriormente agregar 8,0 ml de agua destilada
y se procedid a su lectura en el espectrofotometro UV-VIS Marca HACH, modelo
DR-6000 (figura 14) a una longitud de onda de 575 nm.
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Figura 14. Espectrofotémetro UV-VIS Marca Hach.

2.3.1.1 Preparacion del reactivo DNS

El reactivo DNS se prepro disolviendo 2.5 g de acido 3,5 dinitrosalicilico, 2.5 g de
NaOH, 0.125 g de Na2SOa4 y 0.5 g de fenol en 200ml de agua destilada. Se afor6 a
250 ml y la solucién se depositdé en un frasco &mbar para su conservacion a 8 °C.

2.3.1.2 Preparacion de curva patron

La calibracion analitica se realizé mediante un modelo de linea recta que consistié
en encontrar la recta de calibrado que mejor ajuste a una serie puntos
experimentales. Para realizar la curva patron, se preparé una solucion madre de
Dextrosa con una concentracion de 1.0 g/L, para su elaboracion se disolvieron 0.1
g dextrosa en 90 ml de agua destilada y se afor6 a 100 ml, a partir de esta
solucién se prepararon 10 tubos con concentraciones diferentes y un testigo sin
dextrosa como indica la tabla 6. Una vez realizadas las diluciones, los tubos de
colocaron a bafio maria durante 20 minutos y posteriormente se leyeron en el
Espectrofotdmetro UV-VISIBLE a 575nm.
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Tabla 6. Soluciones patrén para determinacidn azucares reductores.

Tubo Dextrosa H20 (ml) DNS

9) (ml)
Testigo 0 3.0 3.0
1 0.3 2.7 3.0
2 0.6 2.4 3.0
3 0.9 2.1 3.0
4 1.2 1.8 3.0
5 15 15 3.0
6 1.8 1.2 3.0
7 2.1 0.9 3.0
8 2.4 0.6 3.0
9 2.7 0.3 3.0
10 3.0 0 3.0

2.4 Fermentacioén

Para realizar el proceso de fermentacion se utilizé la levadura comercial Tradi-pan
considerando el resultado de trabajos previos con esta levaduras realizados en el
laboratorio de Microbiologia e Investigacion del Instituto Tecnolégico de
Villahermosa que demuestran que las levaduras de la marca Tradi-pan presentan

buen crecimiento (Ruiz, 2014).

2.4.1 Activacién de levaduras

Con una espatula previamente esterilizada, se agregd 1 g de levadura en un tubo
de ensaye con 9 ml de agua destilada estéril, el cual se agitd hasta homogeneizar
y se colocé en un termobafio a 30°C durante un periodo de 30 min para su
activacion. La muestra activada se incubd a 35 ‘C y se observo el crecimiento a
las 24 h.

2.4.2 Aislamiento de levaduras

Posterior al periodo de incubacion, se realizo el aislamiento de las levaduras en
condiciones asépticas en cajas Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA) cuya
composicién se detalla en la tabla 7. Para su elaboracién se suspendieron 39 g del

medio de cultivo en un litro de agua destilada, el preparado se calenté agitando
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frecuentemente hasta clarificar y se esteriliz6 en un autoclave por 15 min a 15

Ib/pulg? de presion y 121 °C.

Tabla 7. Componentes del medio de cultivo PDA.

Férmula Cantidad
Infusion de papa de 200 g 49
Dextrosa 209
Agar 15¢g

2.4.2.1 Resiembray conservacion de levaduras en tubo

Las colonias aisladas fueron resembradas en tubos inclinados con medio PDA,
utilizando la técnica de estria en superficie. Tomando una porcidn pequefia de la
colonia se resembraron tubos de PDA por triplicado, los cuales se incubaron a 35°
C por 24-48 horas, posterior a su crecimiento los cultivos se conservaron en

refrigeracion.

2.4.2.2 Morfologia microscopica de las levaduras

Para conocer la morfologia de los microorganismos y verificar su activacion, se
procedi6 a la observacion microscépica, realizando una suspension de las
levaduras en agua destilada estéril en un portaobjetos, a la cual se le agregaron 2
gotas de azul de metileno con la finalidad de proporcionar contraste,
posteriormente se colocd un cubreobjetos sobre la suspensiéon y se realizé la

observacién en un microscopio Carl Zeiss con el objetivo de 40X.

2.4.2.3 Cuantificacion celular

El crecimiento poblacional se determin6 por densidad 6ptica (DO) que de acuerdo
a la capacidad de absorciéon de la luz puede ser expresada como Absorbancia
mediante espectrofotometria de luz UV o luz visible (Olivas, 2012). La suspensién
microbiana se preparo disolviendo una colonia aislada en 10 ml de agua estéril,
transcurridos 5 min de reposo, el concentrado celular se leyd en el

espectrofotometro UV-VIS a 640nm.
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2.4.2.4 Preparacion de curva patron

Para realizar la curva patron se preparé una solucion madre con una
concentracion de 1.0 g/L de levadura, para su elaboracién se disolvieron 0.1 g de
levadura en 90 ml de agua destilada estéril y se afor6 a 100 ml, a partir de esta
solucion se prepararon 3 tubos con concentraciones diferentes y un testigo sin

microorganismos (tabla 8).

Tabla 8. Soluciones patrén para cuantificacion de levaduras.

Suspension
Concentracién de Agua

porcentual de levaduras destilada

levaduras (ml) (ml)
0 0 10
10 1 9
50 5 5
100 10 0

2.4.3 Preparacion del inoculo

Para realizar la suspension de levaduras se prepardé un medio enriquecido con
peptona al 0.5%, dextrosa al 0.5% en un matraz que contenia 100 ml de agua
destilada, la solucion se esterilizé por el método de calor himedo en autoclave
durante 15 min a una presion de 15 Ib/pulg ? y temperatura de 121 °C, para
obtener rangos 6ptimos de pH, se agreg6 acido tartarico en solucién a goteo hasta
alcanzar valores de 4.5, posteriormente se adiciono 0.3 % de extracto levadura. La

suspensién se colocd en un termobafio a 30 °C y agitacion continua durante 16 h.

2.4.3.1 Inoculacién de jarabes glucosados

El proceso fermentativo se realizO de acuerdo a la metodologia propuesta por
(Espinoza, 2015) con modificaciones a la técnica, donde se plantea el
enriguecimiento de los jarabes glucosados mediante la adiciébn de fosfato de

amonio, ya que este permite que las levaduras encuentren una fuente nutricional
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adecuada y de esta forma su metabolismo pueda realizar el proceso de
conversion de los azucares en alcoholes. Para ello se agregaron 0.002g/ml de
fosfato de amonio por cada 100 ml de jarabe mismos que se esterilizaron en
autoclave durante 15 min a 15 Ib/pulg? de presiéon a 121 °C y posteriormente se
adicionaron 4 ml de la suspensién de microorganismos. Se evaluaron dos jarabes

glucosados con tres réplicas. El proceso se monitore6 durante cuatro dias.

2.5 Cinética de reaccion

Posteriormente a la inoculacion, se tomaron 5 ml de jarabe con una pipeta estéril y
en condiciones asépticas y se procedio a la determinacidén de alcoholes mediante

espectrofotometria UV-VIS, el procedimiento se repitié cada 24 h durante 96 h.

2.5.1 Determinacion cuantitativa de alcoholes

Para la determinacién cualitativa de alcoholes se empled el método de oxidacién
con dicromato de potasio (K2Cr207), para lo cual se preparé una solucion madre
disolviendo 11.3 g de dicromato de potasio en 440 ml de acido sulftrico y se aford
a 1L con agua destilada. A partir de la solucién madre se realizé una curva patrén
de K2Cr207, empleando alcohol de 96°G.L y agua destilada, se prepararon 10

tubos con diferentes concentraciones como se detalla en la tabla 9.

Tabla 9. Soluciones patrén para determinacion de etanol

Tubo Concentraciéon Etanol Agua Solucién  Agua

(VIv) ml)  (ml) de (ml)
K2Cr207
(ml)
1 0 0 0 2 7
2 0.1 0.1 0.9 2 7
3 0.2 0.2 0.8 2 7
4 0.3 0.3 0.7 2 7
5 0.4 0.4 0.6 2 7
6 0.5 0.5 0.5 2 7
7 0.6 0.6 0.4 2 7
8 0.7 0.7 0.3 2 7
9 0.8 0.8 0.2 2 7
10 0.9 0.9 0.1 2 7
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2.6 Célculo de rendimiento de sustrato y productos

Los rendimientos de biomasa y de producto son parametros muy importantes ya
que representan la eficacia de conversion del sustrato en biomasa y productos.
Para realizar este calculo se determiné la cantidad de producto formado y el
sustrato consumido durante el tiempo de la reaccion a partir de las ecuaciones 2 'y
3.

Ec. 2.

CAX
xX/s =

Donde:

Y x/s= Rendimiento del sustrato respecto al tiempo
AX= Diferencia de tiempo

AS= Consumo del sustrato

Ec. 3

AP
p/s=—<

AS
Donde:
Y p/s= Rendimiento del producto respecto al sustrato
AP= Incremento del producto

AS= Consumo del sustrato
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CAPITULO Ill. Resultados y Discusion

3.1 Pretratamiento de la materia prima

3.1.1 Determinacion de pH

En las tres corridas experimentales el pH se encontr6 en rangos cercanos a la
neutralidad, se puede observar que los valores oscilan entre 7.01 y 6.93 (ver figura
15), lo que refleja que la diferencia entre las tres corridas no es significativa,

siendo el valor del pH promedio de 6.91 (ver tabla 10).

Tabla 10. Valores de pH en fresco.

Muestra pH en fresco °
1 7.01
2 6.93
3 6.81

Promedio 6.91

Figura 15. Valores de pH de lirio fresco

El pH en las plantas ejerce un efecto sobre la disponibilidad de nutrientes como
resultado de su impacto en la solubilidad de diferentes compuestos, si este se
encuentra fuera de los rangos O6ptimos para cada especie, puede sufrir la
insuficiencia de cationes o aniones, en cambio si es excesivamente acido puede
indicar la carencia de algun elemento con carga positiva como Ca*, Mg* 6 K*, en
cambio si el pH es alcalino puede faltar algun anion como N, P, S (Sierra et al.,
2014). El lirio acuatico al estar cercano a los rangos de neutralidad se infiere no
presenta carencias nutrimentales, aunado a eso, su alta resistencia a medios
hostiles le confiere la capacidad de mantener gradientes de pH idoneos para su

crecimiento y propagacion.
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3.1.2 Determinacién de humedad

En el procedimiento de secado se encontré que a partir de 12 h de exposicion al
calor, el lirio fresco se deshidrata y su peso comienza a permanecer constante (ver
figura 16). De acuerdo a Geankoplis (1998) esta es una de las operaciones
unitarias mas comunes ya que permite la preservacion tanto de nutrientes como

de elementos estructurales en las especies vegetales.

1200
1000
800 A
600 -
400 A

Peso de lirio (g)

200 ~

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tiempo de secado

(h)

Figura 16. Secado de lirio acuatico.

Se observa que después de un corto periodo de estabilizacion, la velocidad de
evaporacion aumenta, a medida que transcurre el tiempo se registra una etapa de
velocidad de secado que no muestra diferencias marcadas en el peso del lirio
acuatico durante las primeras cuatro horas, a partir de ahi, se produce una
reduccion importante del contenido de agua, mientras la superficie del solido se
mantiene saturada, esta migra desde el interior a la misma velocidad que ocurre la
evaporacion en la superficie, permitiendo que a partir de las cinco horas de
exposicion al calor se produzca un descenso marcado, pero al llegar a las 12 h de
secado, el gradiente de agua permanece constante. Barbanti (1994) demostré que
la simultaneidad de la transferencia de calor y masa acompafiada de un cambio de
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fase, durante este proceso se disminuye la actividad de agua y, con ello se

favorece la degradacion bioguimica de componentes en procesos posteriores.

Los resultados obtenidos en la determinacion de humedad (ver tabla 11)
demuestran que el peso del lirio seco corresponde en su mayoria al contenido de
agua presente el cual es equivalente a 89.67 %, de manera similar Atehortua &
Gartner (2013) reportan que el lirio acuético seco contiene humedad equivalente al
90%, estos resultados se aproximan a lo descrito por Harun et al (2011) quienes

encontraron que esta misma planta contiene alrededor de 95% de humedad.

Tabla 11. Contenido de humedad.

Repeticiones Peso Peso Pérdida de agua (g) %
Inicial (g) final (9) humedad
1 910 100 810 89.01
2 1,000 100 900 90.0
3 1,000 100 900 90.0

Pérdida de peso promedio: 870 g
% de humedad promedio: 89.67

Ademas de la estructura esponjosa del lirio acuético, otra causa del alto contenido
de agua es la presencia de los grupos hidroxilo en su estructura los cuales
posibilitan la formacibn de enlaces de hidrégeno. En otros materiales
lignocelulésicos estudiados como el sorgo dulce, se ha determinado que el
contenido de humedad presenta un porcentaje de 72.31% en tallo. Eso tiene
relacion directa con el alto nivel higroscépico del tallo, asi como el nivel de
porosidad de las particulas de absorcidbn que presentan entre 70 y 80% de
humedad (Chanta, 2015). De igual manera otros sustratos como la cascara de

naranja estudiadas por Alvear et al (2009) contienen 69.35% de humedad.

Posterior al proceso de secado y molienda, el material obtenido se crib6é en cuatro
tamices de apertura chica, en la tabla 6 se muestran las caracteristicas de cada
uno. De los 100 g de lirio seco obtenido en el proceso de eliminacion de humedad
y después del cribado se obtuvieron los datos que se presentan en la tabla 12.
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A pesar de que el rendimiento de materia seca apreciable es bajo, el ciclo de
reproduccion de Eichhornia crassipes permite la generacién de nuevas plantas en
periodos cortos de tiempo, lo cual permite el abastecimiento de la materia prima.
GOmez et al., (2012) demostr6 que especies forestales como Eucalyptus
camaldulensis y Tereticornis presentan rendimientos volumétricos de biomasa
altos y turnos de crecimiento cortos como para garantizar un suministro rapido y
constante de biomasa lignoceluldsica para ser empleada como materia prima en

un proceso de produccion de biocombustibles.

Tabla 12. Retencion de particulas.

# de Tamiz Apertura de malla Peso de la materia
retenida (g)
6 3360 0
10 2000 0
20 841 15
40 420 31.6
Total 33.1 ¢

Se retird un porcentaje de particulas que se obtuvo fue de 33.1 las cuales eran de

tamafio < a 400 pum.

3.1.4 Determinacion de Nitrégeno

El porcentaje de Nitrdgeno encontrado en el lirio acuatico seco es de 1.12, Viana
(2012) comparo las caracteristicas de componentes elementales de tres especies
arbéreas para uso como biocombustibles, encontrando que el porcentaje de
Nitrégeno oscila alrededor de 0.6%. Por otra parte D"Agua et al (2015) reportaron
qgue los residuos de poda y el aserrin usados como sustrato para elaborar

biocombustibles presentan 1.10% y 1.44% de Nitr6geno respectivamente.

3.2Hidrdlisis acida
3.2.1 Curva de calibracion de DNS

La curva de calibracion presenta un coeficiente de correlacion de 99.8% y R-
cuadrada de 0.998, lo que muestra la linealidad del equipo en funcion a la

concentracion de analito (figura 17), esto puede garantizar la buena exactitud y
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confiabilidad estadistica. Es posible observar que a medida que aumenta la
concentracion del acido, también aumenta el valor de la absorbancia, el analisis de

datos realizados permite establecer la ecuacion 4.
Ec.4

\Concentracién de aztcares reductores = 1380.2 (absorbancia) + 101.8

Curva de calibracion
y=1380.2x + 101.84 R=0.9987
1000
800
600

400

Conc. (mg/L)

200

0 1 2 3 4
Abs (nm)

Figura 17. Curva de calibracion.

3.2.2 Caracterizacién de los jarabes glucosados

En la tabla 14 se presentan los promedios de azucares reductores obtenidos,
ordenados de acuerdo al disefio experimental propuesto. En la figura 18 se
aprecia la dispersibn de medias por tratamiento, se observa que conforme
aumenta la concentracion de &cido sulfarico también aumentan las
concentraciones de azucares liberados, en los tratamientos de 25y 20% es donde
se observa que los azucares reductores presentan mayor concentracion, pero al
aumentar la cantidad de acido a 25%, se reduce de forma marcada la
concentracion de azucares reductores. Asi mismo es posible observar que entre
los tratamientos de 10 y 25 % de acido es notable la baja concentracion de

azucares.
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Tabla 13.Concentracion de azlcares reductores por tratamiento y sus medias.

Concentracion de azucares reductores (mg/g)

Tratamiento.

Repeticiones

1 2 3

10% 27.48 26.29 24.22
15% 29.43 27.97 24.81
20% 28.79 26.63 27.59
25% 21.02 17.15 22.39
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22.32
22.27
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El andlisis de varianza de una via, indicé diferencia significativa entre las medias

de concentracion de azucares (mg/ml), respecto a los volumenes de acido

evaluados (10,15, 20 y 25%) con un 95% de confiabilidad ver tabla 15.
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Tabla 14. ANOVA de una via (Azucares reductores & Acido Sulfirico)

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 208.859 3 69.6198 3.17 0.0335
Intra grupos 966.889 44 21.9747
Total (Corr.) 1175.75 47

3.2.4 Prueba de Tukey

La prueba de rangos multiples de Tukey evaluada al 95% de confianza muestra
los tratamientos que presentan diferencias significativas, en la tabla 16 se observa
la agrupacion de letras iguales indica que no existe diferencia significativa entre
las medias y las letras distintas sefialan que si existe diferencia significativa entre
los valores , también se observa que la maxima concentracion de azucares
reductores es de 27.009 mg/g y corresponde al tratamiento que contiene
concentracion de acido sulfrico de 20%, sin embargo, en el tratamiento con
concentracion de 25% se identifica un efecto inhibitorio Lo cual se puede asociar
con la reaccion de degradacion que sufren los azucares, que puede atribuirse a la

saturacion que ejerce el acido.

Tabla 15. Comparacion de medias (método Tukey).

Concentracion N Media Agrupacion
20% 12 27.006 A
15% 12 26.09 Ab
10% 12 25.08 Ab
25% 12 21.52 B

El tratamiento evaluado a 20% de &cido sulfirico muestra una tendencia mayor a
la liberacion de azucares reductores con una media de 27.006, seguido de los
tratamientos de 15y 10% quienes presentan medias con valores de 26.09 y 25.08
respectivamente, en contraste con el tratamiento de 25% que refleja valores de
21.52 (ver figura 19).
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Figura 19. Prueba rangos multiples de Tukey.

Morales de la Rosa (2015) demuestra que el acido sulfarico funciona bien con
tratamientos hidroliticos debido a su caracter de acido fuerte, asi mismo permite
que la glucosa aumente de forma lineal al aplicarle concentraciones altas del
mismo. Sin embargo, al utilizar a concentraciones muy altas de &acido el
rendimiento de los azucares especialmente la glucosa comienza a disminuir
rapidamente debido a la formacién de 5-hidroximetil-furfural y de continuar la
reaccion puede llegar a transformarse en Acido levulinico y Acido férmico. Esto
puede explicar el comportamiento aparentemente distinto del tratamiento

elaborado con 25% de acido.

3.2.5 Verificacion de los supuestos del modelo.

Antes de realizar el analisis de datos, se corroboré que el experimento cumpliera
con los parametros de asimetria y curtosis (ver tabla 14) donde se observa que los
rangos se encuentran dentro de los parametros establecidos en los postulados
gue indican que para considerar un experimento en condiciones normales los

valores de sesgo deben encontrase entre -2 a 2.
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Tabla 16. Curtosis y simetria

Tratamientos Rango Sesgo Curtosis
Estandarizado Estandarizada
10% 18.8 -0.199118 -0.385435
15% 15.55 -0.372866 -0.533228
20% 13.63 -0.873725 1.24537
25% 1491 0.671654 -0.291509
Total 19.68 -0.50685 -1.06773

En la figura 20 se observa que la probabilidad normal de los puntos porcentuales
presenta tendencia lineal proxima a la pendiente, el histograma refleja parametros
tendientes a la campana Gausiana de distribucién, los residuales no muestran
anomalias. Por lo tanto, es posible analizar los datos experimentales mediante un

analisis de varianza de una sola via.
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Figura 20. Asimetria y Curtosis.
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3.3 Fermentacion

3.3.1 Aislamiento de levaduras

Las colonias aisladas en cajas, presentaron caracteristicas morfolégicas como
bordes enteros, color blanco opaco y consistencia cremosa. En la figura 21 se

muestra el crecimiento de las levaduras.

Figura 21. Aislamiento por estria cruzada de levadura Tradi-Pan.

3.3.2 Resiembray conservacion de levaduras en tubos

En la figura 22 se muestran la suspension de levaduras utilizada y cultivadas en

tubo para su purificacion y conservacion.
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Figura 22. Crecimiento en tubo inclinado

3.3.3 Morfologia microscopica de levaduras

En la observacion microscépica (ver figura 23) se identificaron estructuras

unicelulares con forma ovalada, algunas presentaban pequefios brotes o yemas.

Figura 23. Morfologia microscopica de levaduras.
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3.3.4 Curva patron para cuantificacion de levaduras

La figura 24 muestra los resultados del ajuste lineal para describir la relacion entre
la concentracion y la absorbancia. La ecuacion 5 representa el modelo ajustado,
mostrado como una linea sélida.

Ec. 5|

Concentracion de microor ganismos = 454545+ (472727 » absorbancia)

Las cotas internas de la grafica muestran los limites de 95.0% de confianza para la
media de la concentracion de las observaciones en valores dados de absorbancia.
Las cotas externas muestran los limites de 95.0% de prediccion para nuevas

observaciones.

Gréfico del Modelo Ajustado
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Figura 24. Curva de calibracion para cuantificacion de levaduras.

3.3.4.1 Cuantificacion celular

En la tabla 18 se muestra concentracion de levaduras resultantes de la sustitucion
de los valores de absorbancia en la ecuacion 6, se puede observar que la

concentracion de microorganismos es de 109,245 levaduras/ml de suspension.
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Tabla 17. Descripcién de cultivos.

I.D Producto Caracteristicas del cultivo Abs (nm) Conc. M.O

0 Blanco Medio sin microorganismos 0.000 0
adicionados

1 Tradi- Pan Presenta crecimiento abundante 0.231 109,245

3.3.5 Cinética de reaccion fermentativa

La concentracion de azucares reductores monitoreada durante 96 h, se comporta
de forma decreciente (tabla 19), lo cual indica que los microorganismos presentes
en el inodculo metabolizan por la via fermentativa las fuentes de carbono

suministradas en el jarabe.

Tabla 18. Concentraciéon de azucares reductores en Jarabe Glucosado 1.

Jarabe 1
Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
(h) mg/ml mg/ml mg/ml
0 1549.67 1549.67 1549.67
24 1393.67 1378.525 1210.141
48 685.66 640.118 598.72
96 311.63 322.67 234.33

En las primeras 24 h la disminucion es poca, efecto que podria atribuirse a la
adaptacion del microorganismo al medio donde se encuentra, al transcurrir 48
horas se observa que la concentracion de azlcares desciende pero no de manera
significativa, pero al transcurrir 96 h la cantidad de azlcares reductores es muy
baja, el comportamiento es similar en las tres réplicas (figura 25).

A diferencia de Rodriguez et al., (2017) que evaluaron la fermentacién de jarabes
glucosados elaborados a partir del aserin de pino y encontraron que la mayor
concentracion de azucares se alcanzo entre las 24 y 48 h oscila entre 1.46 y 1.81

g de azucares/ | demostrandolo mediante pruebas LSD.
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Tapiero (2016) demostré que con el uso de una cepa vinica especializada para
produccion de bebidas alcohdlicas con bajos niveles de acidez es posible
establecer que el incremento en la cinética de fermentacion por parte de las

levaduras puede presentarse entre 20,0% a 28,1%.

Jarabe Glucosado 1

1800
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1000
800
600
400
200

Concentracion de azlcares (mg/g)

Réplicas

Figura 25. Cinética de consumo de azlcares en la fermentacion de jarabe 1.

De manera similar, la segunda serie de experimentos ilustrada en la tabla 20 y
figura 26 muestra un comportamiento decreciente en la concentracion de azucares
reductores respecto al tiempo de fermentacién, lo que permite reforzar que en
transcurso de 96 h es posible que las levaduras consuman la mayor parte de los

azucares presentes en el jarabe.
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Tabla 19. Concentracién de azlcares reductores en Jarabe Glucosado 2.

Jarabe 2
Tiempo Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
(h) mg/ml mg/ml mg/ml
0 2104.51 210451 2104.51
24 1748.41 1752.55 1737.37
48 775.37 782.27 649.77
96 293.68 295.06 271.60

Jarabe Glucosado 2
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Figura 26. Cinética de consumo de azlcares en la fermentacion del jarabe 2.

El periodo de fermentacion para jarabes glucosados de lirio acuatico (E.crasipess)
fue de 96 h, es posible que este comportamiento se deba a la naturaleza de la
materia prima. A diferencia de lo expuesto por Tejeda et al., (2014) donde al
evaluaron tres tipos de citricos se encontré que el tiempo de fermentacion 6ptimo
en todos los casos fue de 24 horas. En jarabes glucosados obtenidos a partir del
pasto gramalote (Paspalum fasciculatum) se observé que los azlcares reductores

se agotan casi en su totalidad a partir de las 36 h de reaccion con E.coli
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recombinante (Méndez, 2011). En contraste, jarabes glucosados evaluados con
cepas recombinantes de E.coli KO11 demuestran que la maxima produccion de
etanol ocurre a las 96 h de haber iniciado la reaccion y que para esta cepa, el
consumo de los azUcares reductores se ve influenciado por la cantidad de
nitrogeno presente (Leite et al.,, 2000). La hidrolisis de los residuos
lignoceluldsicos genera una mezcla de azlcares cuya fermentacion presenta
ciertas dificultades; las levaduras (Saccharomyces cerevisiae) o0 bacterias
(Zymomonas mobilis) convencionales no pueden fermentar facilmente las mezclas
de azlcares por lo que es necesario recurrir al empleo de microorganismos

modificados genéticamente (Mesa et al, 2008).

3.4 Determinacién cuantitativa de alcoholes

La figura 27 muestra los resultados de ajustar un modelo lineal (curva de
calibracion) para describir la relacién entre la Concentracion Etanol y los valores
de absorbancia. Las cotas internas muestran los limites de 95.0% de confianza
para la media de concentracién etanol de mudultiples observaciones en valores
dados de Absorbancia. Las cotas externas muestran los limites de 95.0% de
prediccidbn para nuevas observaciones. El ajuste lineal permite calcular el
coeficiente de correlacion de 92.81%, el valor de R- Cuadrada= 0.928, y mediante
la pendiente de la recta ajustada al modelo, se obtiene la concentracion de etanol

presente en los destilados (ecuacion 7).
Ec. 6

Concentracion de EtOH = 3.5339(4bsorbancia) + 0.1275

54
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Figura 27. Curva de calibracion para determinacion de Etanol.

En la ecuacion 7 se sustituyeron los valores de absorbancia de los destilados para
determinar la concentracién de alcohol presente en cada uno (ver tabla 21), se
observa que el valor mas alto de alcohol se presentd en el destilado 2 cuya
concentracion fue de 5.12 mg de etanol/ L de muestra destilada, la concentracion
mas baja se presentd en el destilado 1 cuyo valor fue de 3.81 ml de etanol/ L de
destilado. Asi mismo es posible resaltar que a partir de 1g de lirio seco produce

aproximadamente 1.12% de etanol.

Montafio (2014) demostré que al final de la fermentacién con Saccharomyces
cerevisiae de jarabes glucosados de Moringa oleifera pretatada mediante hidrélisis
enzimatica, la concentracibn de etanol fué de 6.92 g/l, al contrastar la
concentracion de etanol producido a partir de lirio acuatico pretratado mediante
hidrolisis acida y fermentado con levadura comercial, se aprecia que los valores se

encuentran ligeramente por debajo de lo producido con moringa.
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Tabla 20. Concentracion de alcohol.

Destilado  Abs Vb Vb Abs Conc. (-OH) %
(nm) (mhy (@O  (m) (mgfl) (OH)
1 1.049 400 0.4 1.049 3.81 0.95
2 1415 390 0.39 1415 5.12 1.31
3 1.193 390 0.39 1.193 4.34 1.10
4 1.187 380 0.38 1.187 4.30 1.13

%Promedio 1.12

3.5 Rendimiento Tedrico

En la reaccion de conversion de glucosa a etanol (ver ecuacion 8) un mol de

glucosa produce 2 mol de etanol. Sin embargo, esto es lo que ocurriria si la

reaccion tuviera un rendimiento del 100%, pero en una situacion real, no toda la

glucosa se transforma en etanol, sino que un porcentaje se destina a la sintesis de

las estructuras celulares y el mantenimiento de la célula.

A continuacién, se presenta el balance masa de la reaccién estequiometrica para

la conversiéon de Glucosa en Etanol:

Glucosa ——— Etanol

CeH1206 + 2H20 ——» 2CH3CH20H+ 2HCOs3 ™ + 2H +

Masa molecular de glucosa
C:12.01g (6) = 72.06 g

H: 1.007 g (12) =12.08 g
0:15.999 (6) =95.99¢

Glucosa= 180.13 g/mol

Masa molecular de Etanol
C:12.01 g/mol (2) =24.02 g
H: 1.007 g/mol (6) = 6.04 g
0:15.99 g/mol (1) =15.99¢g

Ec.7

Etanol= 46.05 g/mol
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De acuerdo a las masas moleculares 189.13 g de glucosa producen 46.05 g de

etanol, en base a esta relacion estequiométrica se establece el siguiente analisis:

0.27009 g de Glucosa x 46.05 g de Etanol

= 0.069 g de Etanol

180.13 g de Glucosa

El rendimiento tedrico indica que por cada 0.27005 g de glucosa se obtienen 0.069
g de etanol. Martinez (2008) mostré que el rendimiento estequiométrico para la

transformacion de xilosa o glucosa en etanol es de 0.511 g de etanol.

80% (0.069 g de Etanol)
100%

}Rendimiento real = = 0.0552 g de Etanol

Tejeda (2014) demostré que al realizar el balance de masa en la produccion de
etanol a partir de cascara de frutas el rendimiento es bajo debido a que se
requieren grandes pesos de estos residuos. A partir de las cascaras de naranja se
obtuvo 8,4 mg de etanol por cada gramo de cascaras y a partir de las de pifia, 1,0

mg de etanol por cada gramo.

Teniendo en cuenta que el etanol producido en la fermentacion al final del proceso
fue de 0.0552 g de etanol a partir de 1g de lirio acuatico se puede considerar que
su rendimiento se aproxima a lo reportado por Yang et al., (2009) donde el

rendimiento de etanol para el pasto Switchgrass donde fue de 0,082 g/g.
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Conclusiones

El presente trabajo mostré que el lirio acuatico (Eichhornia crassipes) puede
considerarse una alternativa para la obtencion de etanol a partir de materiales
lignocelulésicos, principalmente por su predominante poblaciébn en cuerpos de
agua de Tabasco, asi como por la rapidez en su ciclo de vida y reproduccion.
Dado que es posible obtener azucares reductores de este tipo de biomasa, se

abren nuevas posibilidades para su estudio.

Asi mismo los resultados de los experimentos realizados mostraron que con el
pretratamiento fisico realizado a las plantas se logr6 adecuar muestras

manipulables a nivel de laboratorio.

En el proceso hidrolitico de las muestras con concentraciones altas de acido
sulfrico (25%), la produccién de azlcares reductores sufre un decremento
importante respecto a las demas, por lo que es deseable mantener condiciones

que no sobrepasen ese limite.

De igual forma el tipo de cepa utilizada para realizar la fermentacién influye sobre
el rendimiento de etanol, en esta investigacion se demostré que con la levadura
comercial utilizada se logra la produccion de 0.05520 g de etanol, equivalente al
1.12%.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion del lirio acuatico (Eichhornia
crassipes) abren paso al desarrollo e investigacion de nuevas fuentes de materia
prima para la obtencién de azlcares fermentables a etanol. Por lo que se
recomienda seguir estudiando esta linea ya que econOmicamente es menos

costosa y mas accesible.

Se recomienda ademas evaluar el rendimiento del sustrato mediante otros tipos de
tratamientos hidroliticos y realizar el proceso de fermentacion con otros

microorganismos que permitan obtener mayores concentraciones de alcohol.
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ANEXO |. Diagramas de proceso
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Anexo ll. Datos experimentales para analisis estadistico

Tratamiento Abs Azlcares Azlcares Azlcares
(mg/L) CI) mg/g
muestra

10% 0.988 1,465.48 1.47 32.24
10% 0.664 1,018.29 1.02 24.44
10% 0.908 1,355.06 1.36 25.75
10% 1.009 1,494.46 1.49 26.90
10% 0.985 1,461.33 1.46 26.30
10% 0.905 1,350.92 1.35 25.66
10% 0.683 1,044.51 1.04 22.97
10% 0.626 965.84 0.96 15.45
10% 1.108 1,631.10 1.63 34.25
10% 0.972 1,443.39 1.44 30.31
10% 0.784 1,183.91 1.18 17.75
10% 0.687 1,050.03 1.05 18.90
15% 0.959 1,425.45 1.43 32.79
15% 0.93 1,385.43 1.39 29.09
15% 0.837 1,257.07 1.26 26.40
15% 0.986 1,462.71 1.46 27.79
15% 0.911 1,359.20 1.35 24.46
15% 0.924 1,377.14 1.37 31.67
15% 0.937 1,395.08 1.39 32.08
15% 0.629 969.98 0.96 20.36
15% 0.65 998.97 0.99 21.97
15% 0.551 862.33 0.86 17.24
15% 0.686 1,048.65 1.04 23.07
15% 0.799 1,204.62 1.2 26.50
20% 0.874 1,308.14 1.31 27.47
20% 0.843 1,265.35 1.27 32.90
20% 0.745 1,130.09 1.13 25.99
20% 0.87 1,302.61 1.3 27.35
20% 0.831 1,248.78 1.24 24.97
20% 0.795 1,199.09 1.19 27.57
20% 0.827 1,243.26 1.24 31.08
20% 0.892 1,332.97 1.33 27.99
20% 0.785 1,185.29 1.18 23.70
20% 0.904 1,349.54 1.34 28.34
20% 0.873 1,306.75 1.3 27.44

74



20% 0.857 1,284.67 1.28 19.27
25% 0.821 1,234.98 1.23 18.52
25% 0.714 1,087.30 1.09 22.83
25% 0.8 1,206.00 121 21.71
25% 0.697 1063.839 1.06 18.08
25% 0.575 895.455 0.89 18.80
25% 0.586 910.637 0.91 14.57
25% 0.685 1047.277 1.04 18.85
25% 0.836 1255.687 1.25 18.83
25% 0.748 1134.23 113 29.48
25% 0.646 993.449 0.99 24.83
25% 0.74 1123.188 1.12 28.07
25% 0.704 1073.501 1.07 23.61
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ANEXO lll. Experimentos preliminares

Conc. Conc. V (ml) V(L) Conc. mg/g
mg/L g/L muestra
CONCENTRACION TIEMPO | SERIES ABS VALOR DE ENSAYO ENSAYO | ENSAYO ENSAYO PROMEDIO
DE H2S0a ENSAYO (v)
4% 2 Al 0.909 1988.9907 | 1.9889907 11.5 0.0115 22.87339305 | 23.69142993
4% 2 A2 0.794 1750.6762 | 1.7506762 14 0.014 24.5094668
4% 4 B1 0.782 1725.8086 | 1.7258086 8.5 0.0085 14.6693731 | 14.72697665
1% 4 B2 0.498 1137.2754 | 1.1372754 13 0.013 14.7845802
6% 2 C1 0.701 1557.9523 | 1.5579523 16 0.016 249272368 22.4062874
6% 2 C2 0.66 1472.988 1.472988 13.5 0.0135 19.885338
6% 4 D1 1.116 2417.9568 | 2.4179568 11 0.011 26.5975248 | 25.57401015
6% 4 D2 0.739 1636.6997 | 1.6366997 15 0.015 24.5504955
8% 2 E1l 0.597 1342.4331 | 1.3424331 17.5 0.0175 23.49257925 | 26.97331298
8% 2 E2 0.649 1450.1927 | 1.4501927 21 0.021 30.4540467
8% 4 F1 0.547 1238.8181 | 1.2388181 20 0.02 24.776362 30.205788
8% 4 F2 0.809 1781.7607 | 1.7817607 20 0.02 35.635214
Conc. mg/L | Conc.g/L | V(ml) V(L) Conc. mg/g
muestra
CONCENTRACION TIEMPO | SERIES | ABS1 | VALOR DE REP.1 REP.1 REP.1 REP.1 PROMEDIO
DE H2S04 (Y1)
1% 2 Al 0.914 | 1999.3522 1.9993522 11 0.011 21.9928742 21.5423576
4% 2 A2 0.967 2109.1841 2.1091841 10 0.01 21.091841
1% 4 B1 0.978 | 2131.9794 2.1319794 14 0.014 29.8477116 26.763719
1% 4 B2 0.988 | 2152.7024 2.1527024 11 0.011 23.6797264
6% 2 C1 0.945 | 2063.5935 2.0635935 13 0.013 26.8267155 26.59772635
6% 2 C2 0.928 | 2028.3644 2.0283644 13 0.013 26.3687372
6% 4 D1 0.949 | 2071.8827 2.0718827 13.5 0.0135 27.97041645 27.31774628
6% 4 D2 0.939 | 2051.1597 2.0511597 13 0.013 26.6650761
8% 2 El 0.899 1968.2677 1.9682677 17 0.017 33.4605509 33.77129158
8% 2 E2 0.889 1947.5447 1.9475447 17.5 0.0175 | 34.08203225
8% 4 F1 0.774 | 1709.2302 1.7092302 19 0.019 32.4753738 31.4193354
8% 4 F2 0.926 | 2024.2198 2.0242198 15 0.015 30.363297
Conc. mg/L | Conc.g/L |V (ml) V(L) Conc. mg/g
muestra
CONCENTRACION DE | TIEMPO |SERIES |ABS3 |VALOR DE REP.3 REP.3 REP.3 REP.3 PROMEDIO
H2504 (Y3)
1% 2 Al 0.884 1937.1832 1.9371832 8.5 0.0085 16.4660572 16.9592646
1% 2 A2 0.94 2053.232 2.053232 8.5 0.0085 [17.452472
1% 4 B1 0.886 1941.3278 |1.9413278 |11.5 0.0115 22.3252697 23.3261906
1% 4 B2 0.97 2115.401 2.115401 [11.5 0.0115 24.3271115
6% 2 C1 0.82 1804.556 1.804556 |17 0.017 30.677452 24.3544616
6% 2 Cc2 0.916 2003.4968 |2.0034968 9 0.009 18.0314712
6% 4 D1 0.943 2059.4489 |2.0594489 (10 0.01 20.594489 21.73818995
6% 4 D2 0.953 2080.1719 |2.0801719 (11 0.011 22.8818909
8% 2 El 0.84 1846.002 1.846002 |16 0.016 29.536032 28.15443385
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8% 2 E2 0.943 2059.4489 |2.0594489 (13 0.013 26.7728357
8% 4 F1 0.901 1972.4123 1.9724123 [10.5 0.0105 20.71032915 21.78906208
8% 4 F2 0.832 1829.4236 |1.8294236 |12.5 0.0125 [22.867795
Conc.mg/L | Conc.g/L | V(mI) |V (L) Conc. mg/g
muestra
CONCENTRACION DE TIEMPO |SERIES |[ABS4 |VALOR DE REP.4 REP.4 |REP.4 REP.4 PROMEDIO
H2504 (Y4)
4% 2 Al 0.398 930.0454 0.9300454 9.5 0.0095 8.8354313 9.8407019
4% 2 A2 0.425 985.9975 0.9859975 11 0.011 10.8459725
4% 4 B1 0.382 896.8886 0.8968886 9 0.009 8.0719974 7.40740795
4% 4 B2 0.245 612.9835 0.6129835 11 0.011 6.7428185
6% 2 C1 0.348 826.4304 0.8264304 12 0.012 9.9171648 9.62932375
6% 2 C2 0.359 849.2257 0.8492257 11 0.011 9.3414827
6% 4 D1 0.454 1046.0942 1.0460942 12.5 0.0125 13.0761775 13.09524195
6% 4 D2 0.436 1008.7928 1.0087928 13 0.013 13.1143064
8% 2 E1l 0.588 1323.7824 1.3237824 | 12.5 0.0125 16.54728 15.46388085
8% 2 E2 0.483 1106.1909 1.1061909 13 0.013 14.3804817
8% 4 F1 0.467 1073.0341 1.0730341 12 0.012 12.8764092 11.8966286
8% 4 F2 0.476 1091.6848 1.0916848 10 0.01 10.916848
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