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Resumen

La vaina obtenida del arbol Moringa oleifera (M.O) presenta en su interior un fruto que esta
compuesto por: almendra y cascara. La almendra es rica en aceite, el cual puede ser
convertido en biodiesel. La vaina es un residual lignocelulésico que posee un contenido de
hemicelulosas (13.7 %) y celulosa (19.5 %), los cuales podrian ser convertidos a bioetanol.
Es conocido que los materiales lignocelulosicos deben ser sometidos a pretratamientos,
siendo la hidrélisis acida diluida uno de los métodos mas utilizados, a pesar de producirse
durante el proceso productos inhibidores de la fermentacion. En el presente trabajo de
diploma se realiza el pretratamiento a una concentracion de &cido sulfdrico del 1 %, durante
un tiempo de pretratamiento de 10 min., con una relacion liquido/solido (10:1) y a una
temperatura de 130°C. Se realiza la técnica de escalado desde escala laboratorio hasta
escala banco con la necesidad de elevar el volumen de pretratamiento de la vaina residual
de la (M.0), por su importancia para la obtencién de bioetanol, manteniendo una conversion
de 4.75 g/L de ART expresados como xilosa y las condiciones de trabajo a esta nueva
escala. Las dimensiones del reactor, obtenidas mediante la técnica del escalado que
garantiza dicha conversion en un volumen de 50 litros y bajo las mismas condiciones son:

altura 74cm y didmetro 29.4cm.



Abstract

The obtained shell of the Moringa oleifera tree (M.O) presents in your inside a fruit that this
composed for: almond and hull. The almond is rich in oiling, which can be converted in
biodiesel. The shell is a residual lignocellulosic that possesses a content of hemicelluloses
(13.7 %) and cellulose (19.5 %), those which can be converted to bioethanol. It is known that
the materials lignocellulosic must be subdued to pretreatment, being the diluted sour
hydrolysis one of the methods more used, in spite of producing during the inhibitor products
process of the fermentation. At present thesis carries out to him the pretreatment to a
concentration of sulfuric acid of 1%, during a time of pretreatment of 10 min., with a
liquid/solid report (10:1) and to a temperature of 130°C. It carries out to him the technique of
escaladed from climbs laboratory until climbs bench with the need to raise the volume of
pretreatment of the residual sheath of the (M.O), for your importance for the obtaining of
bioethanol, by keeping a conversion of 4.75 g/L of total reducing sugar expressed as xylose
and the conditions of work to this new scale. The dimensions of the reactor, obtained by
means of the technique of the split that guarantees conversion happiness in a volume of 50

liters and below the same conditions are: 74cm height and 29.4cm diameter.
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Introduccioén

La industria alimenticia genera grandes cantidades de residuales, anteriormente estos
residuos eran derramados en el campo o0 usados directamente como alimento animal o como
fertilizante sin que interviniese tratamiento alguno. La sociedad moderna se caracteriza por
los costos crecientes de los productos, la decreciente disponibilidad de materias primas y la
preocupacion por la contaminacién ambiental, por eso se incrementa mas el interés por el
reciclaje, recuperacion y mejoramiento de los residuales (Laufenberg et al., 2003). La
contaminacion es la acumulaciéon de sustancias nocivas en el agua, aire y tierra (Mansson et
al., 1998).

Durante los ultimos afios, debido a razones econdmicas y medioambientales han sido
introducido nuevos meétodos y politicas de manipulacion y tratamiento de residuales del
procesamiento de alimentos encaminados a la recuperacion, bioconversion y utilizacion de
los constituyentes valiosos que los mismos poseen (Laufenberg et al., 2003).

El uso del etanol como combustible automotor puede ayudar a disminuir la emision del CO; a
la atmoésferay a su vez consumido en el proceso de fotosintesis en las plantas del cual es
obtenido. Esto induce a un ciclo donde se reduce la acumulacion neta de CO, (Galbe, 1994;
Macedo, 1998). Asimismo el etanol o bioetanol como también es distinguido, puede ser una
alternativa para sustituir las importaciones de combustibles, en la mayoria de paises no
petroleros (Martin, 2002). Habitualmente el etanol se ha producido por fermentacion de
materias primas azucaradas y amilaceas. No obstante, esas materias primas constituyen
importantes fuentes de alimentos y su disponibilidad no es suficiente para cubrir la demanda
potencial de etanol combustible (Pimentel, 2001). Para producir etanol a bajo precio sera
posible solamente si se emplean materiales lignocelulésicos, también conocidos como
recursos de biomasa, cuya abundancia y bajo costo son reconocidos (Wheals et al., 1999;
Di Pardo, 2000). Los recursos de biomasa a ser considerados son fundamentalmente
desechos agricolas, agroindustriales y forestales, por lo que su transformacién en etanol
seria ventajoso, pues se produciria un combustible beneficioso al medio ambiente (Grohman
et al., 1998).

Toda tecnologia para la produccion de etanol a partir de biomasa debe contener una etapa
de hidrolisis de los polisacaridos contenidos en su estructura, de manera que se logren

azucares simples que puedan ser convertidos en etanol por fermentacién (Cuzens y Miller,
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1996). Esta hidrdlisis puede ser efectuada por acidos o por enzimas. La hidrélisis enzimatica
no degrada los azlcares, pero como desventaja tiene su lentitud y el alto costo de las
enzimas, mientras que la hidrdlisis acida diluida posee un bajo consumo de &cido, aunque
provoca corrosion debido a las altas temperaturas (Di Pardo, 2000). La primera etapa del
proceso para la obtencion de etanol celulosico, es el pretratamiento, el cual puede ser:
quimico, fisico o combinacion de ambos. El pretratamiento &cido diluido el cual entra en los
quimicos, es el estudiado por (Hernandez et al.,2010) donde las condiciones mas
adecuadas con respecto a la conversion de polisacéaridos, la baja formacion de furfural e
hidroximetilfurfural ademéas de las condiciones de trabajo en los laboratorios de la
Universidad de Matanzas Camilo Cienfuegos fueron: concentracién de acido sulfarico 1 %,
tiempo de pretratamiento 10 minutos y temperatura 130 °C. Para poder llevar estos
resultados de laboratorio a escala mayor manteniendo las condiciones de trabajo, debido a la
importancia de elevar la produccion para obtener etanol celuldsico, es preciso disponer de
la ecuacion de disefo y la ecuacion de la velocidad de reaccién para el disefio del reactor.
Al no tener los datos necesarios para formular la ecuacion de la velocidad de reaccion,
podemos aplicar la técnica del escalado manteniendo todas las condiciones de trabajo y
obteniendo similares conversiones en mayores volimenes de pretratamiento.

Teniendo en cuenta los aspectos anteriores se formula el siguiente problema cientifico:

¢, Qué caracteristicas preliminares de disefio tendria un reactor de pretratamiento acido

diluido parala vainaresidual de la Moringa oleifera?

Como via para solucionar este problema se formula la siguiente hipotesis:

Si se aplica la técnica de escalado es posible determinar las caracteristicas
preliminares de disefio de un reactor de pretratamiento acido diluido para la vaina

residual de la Moringa oleifera.

Teniendo en cuenta lo anterior, se propone como objetivo general:

Realizar un disefio preliminar del reactor a través de la técnica de escalado.



Para dar cumplimiento al objetivo general deberan ser acometidas las siguientes tareas:

1. Caracterizar las caracteristicas fisico-quimica de la materia prima (vaina del
fruto de la Moringa oleifera).

2. Llevar a cabo en la fraccion liquida los azlUcares reductores totales para los
diferentes volumenes de estudio.

3. Realizar el disefio preliminar del reactor de pretratamiento utilizando los
calculos y comparaciones necesarias con vista al escalado.

4. Informe final del trabajo de diploma.



Capitulo 1.
Busqueda bibliografica

En el siguiente capitulo se realiza un andlisis de la informacion existente relacionada
con el tema del trabajo de Diploma. El analisis bibliografico esta dirigido hacia la
revision del estado actual de la produccion de etanol combustible a partir de biomasa.
Se hizo énfasis en las caracteristicas de los residuos de cosecha cuyo contenido de
carbohidratos, hace posible su bioconversion a etanol combustible. EI material estudiando es
el residuo (vaina) de la Moringa oleifera (M.O), después de extraer las semillas para la

obtencién de biodiesel.

1.1 Caracteristicas del arbol Moringa oleifera (M.O).

Es una planta tropical, su nombre cientifico es Moringa oleifera Lam, familia botanica:
Moringaceae. Es originaria del noroeste de la India, pero crece muy bien en la América
tropical. Donde es conocida, entre otros nombres, como: Terebinto, Teberinto, Arango,
Marango, Narango, arbol de las perlas, perla de la India o rdbano picante, entre otros. En
Brasil es conocida como Quiabo de quina y Lirio blanco. Otros nombres comunes: Palo
jeringa, Ben, Acacia y Jazmin francés. Es cultivado en Cuba, generalmente en zonas rurales
y a veces como ornamental en zonas urbanas. Es sub.-espontanea después del cultivo. Es
una planta de rapido crecimiento, entre 7 — 12 metros de altura, de corteza aspera y
correosa y con las ramas jovenes pulverulentas. Teniendo hojas alternas de 2 o 3 pinnadas,
caducas, de 30 a 60cm de longitud tiene foliolos numerosos, opuestos, de 1 a 2cm de largo.
Con flores fragantes y agrupadas en grandes espigas asilares; 5 pétalos, desiguales y
blancos (Ver Anexo 1, fig. 1 a). Fruto capsular, lineal, 3-angular, pendular, de hasta 40cm de
largo y 1 o0 2cm de ancho. Sus semillas son haladas. Es cultivado en regiones tropicales de
todo el mundo. (Ver Anexo 1, fig. 1 b). (Vecilla, 2009)

1.1.1 Habitat de la Moringa oleifera.

Area de Distribucién Natural y de Naturalizacion: el reseda es nativo al sur de Asia, en

donde crece al pie de los Himalayas desde el noreste de Paquistan hasta el norte de Bengala

del Oeste (la India). Ha sido introducido y se ha naturalizado en otras partes de la India,
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Paquistan, Afganistan, Bangladesh, Sri Lanka, el sudeste de Asia, Asia Occidental, la
peninsula Arabica, Africa del este y oeste, el sur de la Florida, todas las Indias Occidentales,
y desde México a Peru, Paraguay y Brasil. En Puerto Rico se cultiva mas que nada como
una planta ornamental y como setos a lo largo de cercos. Se ha naturalizado al lado de
caminos y carreteras en los llanos costeros y en los cerros bajos al pie de las montafias.
(Vecilla, 2009)

1.1.2 Clima donde se cultiva la Moringa oleifera.

En su habitat natural, las fluctuaciones anuales de temperatura tienden a ser muy marcadas,
con temperaturas a la sombra minimas y maximas oscilando desde entre -1 a 3 °C hasta
entre 38 a 48°C durante los meses mas frios y los mas calientes, respectivamente. La M.O
es muy resistente a la sequia y se cultiva en regiones aridas y semiaridas de la India,
Paquistan, Afganistan, Arabia Saudita y Africa del este, a pesar de que dichos sitios son
probablemente irrigados y se caracterizan por poseer un nivel alto de agua subterranea.

1.1.3 Usos de la Moringa oleifera.

Sus hojas y semillas, con un alto contenido de proteinas y bajo contenido en toxinas, se usan
como alimento animal y humano en varios paises de Africa. Se estima que cada éarbol
puede producir anualmente hasta 25,000 semillas, con un peso promedio de 0.3g por
semilla. Las semillas también se utilizan en la industria alimenticia, en cosméticos y en

medicamentos en forma de cépsulas. (Ver Anexo 2, fig 1 a)

Las semillas son un floculante natural. Este floculante actlda capturando particulas en
suspension en el agua y provocando que estas se agreguen entre si y se precipiten al fondo.
Modo de empleo (artesanal), simplemente moler semillas maduras y envolverlas en algun
tipo de tejido que impida que se disgreguen al introducirlas en el agua a purificar. (Vecilla,
2009)

La hoja de Moringa es la mas nutritiva parte del arbol. Por miles de afos los indios usaron la

hoja de Moringa en su alimentacion para tener una dieta nutritiva. Tiene un alto contenido de



minerales y multi-vitaminas y los profesionales de la salud en Africa la utilizan para reducir la

mala nutricién y los niveles de azlcar en la sangre. (Mossa, 1985)

La vaina de la Moringa es la parte mas deliciosa de la planta. Son ricos aminoéacidos y
provee todos los 8 aminoacidos que el cuerpo requiere. Una dosis regular de la vaina y la flor
de la Moringa ayuda a aumentar la cantidad de espermatozoides. La vaina y la flor cuando se
consume en la combinacion con la miel y las hojas en polvo, ayudan a aumentar el apetito
sexual. Vitalmor es la suma de todos ellos. Es un suplemento muy conocido, descubierto
hace méas de 3.000 afios por la humanidad. A Moringa se le dio el nombre del “Arbol de la
vida” por qué todas las partes del dicho arbol son usadas como alimento y medicina. Moringa

puede curar mas de 300 enfermedades.

Las hojas son procesadas a través de estrictos controles de calidad utilizando este tipo de
proceso a fin de preservar los nutrientes esenciales. Hemos logrado un amplio
reconocimiento por la fabricacion de té Moringa que estd enriquecido con vitamina C,
vitamina A, proteina, calcio, potasio, etc. (Mossa, 1985) Se hace de la planicie de las hojas
secas del arbol de Moringa. Tiene el sabor original de las hojas de Moringa. Sin embargo,
ademas del sabor original, ofrecemos el t¢ de Moringa en varios sabores como Limon,
Jengibre, Menta, Fresa, Canela y Manzana, té verde y Granada (Ver anexo 2, fig. 1 b).
Nuestra fruta y el sabor de los tés de Moringa, no sélo son nutritivos, sino que también sirven

para el paladar. Esto hace que el Moringa té, se consuma como copa por la noche.

El aceite de moringa o ben se usa frecuentemente en el tratamiento de la gota y el
reumatismo agudo. Un Arbol con enormes potencialidades, una parte del aceite es
comestible y es una parte importante en nuestra dieta, puesto que es una fuente concentrada
de energia nutritiva. Pero la mayoria del aceite comestible es caro y producido por

compafiias comerciales. Entre otros usos (Singh et al., 1983).
1.2 ¢Qué se estudia c6mo biomasa?

La biomasa, puede definirse como el conjunto de materiales con un origen bioldgico

préximo que son susceptibles de ser utilizados para otros fines distintos a los alimentarios.

En el sentido de esta definicion, quedan excluidos del término "biomasa” todos los productos

agricolas que sirvan para alimentacion del hombre o los animales, asi como los
6



combustibles fésiles, estos ultimos por derivar de materiales biolégicos pero a través de
transformaciones que han alterado muy profundamente su naturaleza. (Bridgewater y
Grassi, G. 1990)

Los materiales biomasicos y, por tanto los productos de ellos derivados son de caracter
renovable ya que constituyen una fase del ciclo biolégico de los elementos que los integran,
fundamentalmente carbono, oxigeno, hidrogeno y nitrdgeno. Bajo un punto de vista
energético, la energia que puede obtenerse de la biomasa no es sino una forma de la
energia solar que, mediante el proceso de la fotosintesis desarrollado por las plantas verdes,
ha sido captada y transformada en energia quimica de enlace y, posteriormente, pasa de
animales a plantas a través de las cadenas troficas de los ecosistemas acumulandose
en los compuestos de reserva, poliazicares y grasas, de los seres vivos. La ecuacion global

del proceso de fotosintesis es la siguiente:

Luz

C0, +H, 0 = carbohidratos + O, AG' = 114 Kcal.

La anterior ecuacién indica que por cada mol de CO, atmosférico fijado por las plantas
verdes, 114 Kcal. de energia solar contenida en las radiaciones fotosintéticamente activas
(400-700 nm) se transforma en energia de enlace quimico de los productos de la fotosintesis.
(Grassi, 1991)

Existen portadores energéticos a partir de la biomasa, que se pueden aprovechar
racionalmente y en muchas variantes y estados fisicos, ya sean soélidos, liquidos y gaseosos.
Entre esos portadores energéticos derivados de la biomasa se encuentran el biogas, el

carbon vegetal y el etanol. (Dominguez et al., 1996)

El término biomasa celulésica es usualmente aplicado a tejidos lefiosos y lignificados, los
cuales son corrientemente subutilizados y subvalorados. No es duda que estos
residuos leflosos y de cosecha representan granos de gran reservorio de biomasa
lignocelulosa necesaria para suministrar grandes mercados de combustibles (Ashgari et al.,
1996). Son diversos los métodos que se han desarrollado en el mundo para degradar y

transformar los materiales lignocelulocicos en productos que puedan servir como sustrato de
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fermentacion y obtener proteinas de consumo humano o animal, etanol u otros productos

como glucosa, xilosa, furfural, 5-hidroximetilfurfural, derivados de lignina, etc.

1.2.1 La biomasa como materia prima y fuente renovable de energia.

Los residuos de materia organica procedente de las actividades agricolas, ganaderas y
forestales, asi como los subproductos de las industrias agroalimentarias y de transformacion
de la madera, pueden utilizarse para la produccion de calor, electricidad y de biocombustibles

para vehiculos. (Wan - Ho et. al., 2006)

¢Sabias que la biomasa...?
No contamina porque:

- El carbono es captado por los elementos vegetales (restos forestales, agricolas...) que

liberan oxigeno a la atmosfera.

- La central eléctrica quema la biomasa, devolviendo a la atmésfera el CO, que captaron las

plantas al inicio del proceso de fotosintesis.
Por tanto, el resultado neto de las emisiones de CO, a la atmésfera resulta nulo.

- Favorece la limpieza de los bosques, al eliminar astillas, ramas secas, etc., con lo que se

reduce el riesgo de incendios.

- Las instalaciones necesarias no tienen apenas impacto ambiental.

1.2.2 Materiales lignocelulésicos (MLC).

Los materiales lignoceluldsicos son la mas abundante fuente renovable en la superficie de la
tierra, lo cual lo hace una materia prima atractiva de gran uso para la produccion de
bioetanol. Sin embargo, la lignocelulosa ofrece una gran resistencia al ataque
biolégico, debido precisamente a su alta complejidad en su composicion quimica
(Schurz, 1997). Los materiales lignocelulésicos estan formados por tres componentes
principales: celulosa, hemicelulosas y lignina. Entre las principales materias primas
lignoceluldsicas se encuentran los cultivos energéticos, el papel reciclado, los residuos
forestales y los desechos agricolas y de la industria alimenticia, asi como los residuos solidos
municipales (Martin, 2002).Sin embargo, solamente entre el 3 y el 4 % de esos materiales
8



son utilizados econdmicamente en el mundo occidental, fundamentalmente como alimentos,

en la produccién de pulpa y papel, y en la generacion de energia (Galbe, 1994)
1.2.3 El bioetanol.

Biocombustible liquido, producido a partir de la fermentaciéon de productos renovables

como: maiz, cafia de azucar, remolacha, etc. (Avila, 2007)

El proceso quimico de produccion de bioetanol se basa simplemente en una fermentacion,
gue es un cambio quimico en las sustancias de naturaleza organica llevado a cabo por la
accion de enzimas. Lo que ocurre en una fermentacion es que las sustancias organicas

complejas se transforman en otras simples.
1.2.4 El bioetanol como combustible Gnico.

Historicamente, el primer vehiculo que se disefié para el uso de etanol fue una variante del
Modelo T de Henry Ford, que estaba pensado para ser utilizado en las granjas, de forma que
sus propios duefios pudieran producir el alcohol a partir de la fermentacion del maiz.
Posteriormente se desarroll6 el Modelo A, que también podia usar tanto etanol como
gasolina. Actualmente, para que los vehiculos de explosion puedan funcionar con etanol es
necesaria una serie de modificaciones, En los ultimos afios se han desarrollado una serie de
vehiculos capaces de funcionar tanto con gasolina como con etanol o una mezcla de ambos.

Se denominan Flexible Fuel Vehicles (FFV).

El etanol, como combustible Unico, es utilizado principalmente en Brasil y Argentina. Su uso a
temperaturas inferiores a 15°C puede incendiarse con gran facilidad, para que esto no ocurra
el método mas comun de solucionarlo es afiadirle una pequefia parte de gasolina. La mezcla
mas utilizada es la E-85 que estd compuesto de un 85 % de etanol y un 15 % de gasolina.
Desafortunadamente el etanol contiene menos energia por litro que la gasolina, por lo que su

rendimiento puede llegar hasta un 30% menos, principalmente en modelos antiguos.

Saab [SAAB] produce el modelo 95 turbo alimentado que asegura una mayor economia que
los motores de gasolina, ofreciendo rendimientos semejantes a sus equivalentes con

combustibles convencionales.



El etanol presenta un octanaje mucho mayor que la gasolina entorno a 110 lo que hace que
no se queme de forma tan eficiente en los motores convencionales. El uso continuado de
combustibles con una alta proporcion de etanol, como el E-85, produce corrosiones en el

metal y en las piezas de goma.

1.2.5 Ventajas del bioetanol.

Es una fuente de combustible renovable y doméstico.

e Los biocarburantes emiten de un 40-80 % menos de gases invernaderos que los
combustibles fésiles.

e Reduce dependencia del petréleo en el extranjero.

e Una fuente mas limpia de combustible.

e Aumenta el octano del combustible con un costo pequefio.

e Virtualmente utilizable en todos los vehiculos.

e Facil de producir y almacenar.

e EIl bioetanol es superior medioambientalmente al resto de los carburantes mas

importantes.

1.2.5.1 Otras ventajas medioambientales.

e Reduccion de la lluvia acida. (Pérez, 2007)

e Mejora de la calidad del aire en zonas urbanas.

e No contamina el agua.

e Reduccién de residuos.
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1.2.6 El etanol y su produccion.

El Etanol o alcohol etilico es un compuesto liquido, incoloro, volatil, inflamable y soluble en
agua cuyas moléculas se componen de carbono, hidrégeno e hidroxilos (CH3-CH2-OH). El

Etanol se produce a partir de 3 principales materias primas:
« Sacarosas, que se encuentran en la cafia de azucar, la melaza, el sorgo dulce, etc.

La cafla de azUcar es una de las materias primas mas atractivas para la elaboracion de

etanol, debido a que los azucares se encuentran en una forma simple de carbohidratos

fermentables.
Se estima que de una tonelada de melaza se produce 230 litros de alcohol.

Ademas, con una tonelada de cafia de azucar se produce entre 30 y 40kg de melaza, que a

Su vez generaria entre 6,9 y 9,2 litros de alcohol.

» Almidones, que se encuentran en cereales (maiz, trigo, cebada, etc. y tubérculos (yuca,
camote, papa, etc.). Los almidones contienen carbohidratos de mayor complejidad molecular
gue necesitan ser transformados en azucares mas simples mediante un proceso de
conversién (sacarificacion), introduciendo un paso adicional en la produccién de etanol, con

lo que se incrementan los costos de capital y de operacion.

No obstante, existen algunos cultivos amilaceos como la yuca, que pueden ser desarrollados
con una minima cantidad de insumos y en tierras marginales donde generalmente no se

desarrollan otras especies.

» Celulosa, que se encuentra en la madera, residuos agricolas y forestales. Las materias
primas ricas en celulosa son las mas abundantes, sin embargo la complejidad de sus

azucares hacen gue la conversion a carbohidratos fermentables sea dificil y costosa.

El etanol proveniente de la celulosa puede ser producido de una gran variedad de residuos
agricolas (maiz, cereal, cafia de azlcar, etc.), los residuos vegetales de los procesos

industriales (pulpa de papel, aserrin) y de cultivos energéticos como “switch grass”.
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1.2.7 Etanol Principalmente Usado como Combustible.
A nivel mundial el etanol es usado principalmente como:

» Combustibles: ya sea para mezclar o reemplazar el petréleo y derivados. El 65,4% de

produccion mundial de etanol se usa como combustibles.

* Insumo en la industria procesadora: dado que el 21% de la produccion mundial se destina a

las industrias de cosméticos, farmacéutica, quimica, entre otras.

* Insumo en la elaboracion de bebidas: que utiliza alrededor del 13% de la produccién

mundial.

Cabe destacar que, la produccion mundial de alcohol destinada al uso de combustibles se

encuentra mayormente subsidiada.

1.2.8 Materia prima para la producciéon de etanol.

La materia prima esencial en la produccién de etanol esta constituida por la fuente de
carbono, la que proporciona la energia requerida para la formacion del mismo. Las melazas
de cafia y remolacha, los jugos de cafia y los jugos de frutas son materiales que pueden ser
fermentados directamente por los microorganismos productores. En Cuba, al igual que en la
mayoria de los paises tropicales, las melazas de cafia son la materia prima més utilizada en

la produccién de etanol (Martin, 2002).

Las materias amilaceas presentan almidon, el cual no es fermentable claramente, por lo que
requiere ser hidrolizado primeramente por via quimica o enzimatica con el fin de obtener
azucares que puedan ser fermentados por las levaduras. Entre estas materias primas se
encuentran cereales, tubérculos y raices. En los paises de clima templado las materias
primas amilaceas son las preferidas para la produccién de etanol (Ingledew, 1995). Los
carbohidratos contenidos en los materiales lignocelulécicos son la celulosa y las
hemicelulosas, polisacaridos que pueden ser hidrolizados a azucares simples, muchos de los
cuales a su vez pueden ser fermentadas a etanol por las levaduras. La produccion de
azucares con altos rendimientos y bajo costo a partir de lignocelulosa es mas dificil que
producir azlucares a partir de materiales azucarados o amilaceos, lo que encarece
significativamente esa alternativa. Las materias primas azucaradas y amilaceas son

relativamente mas caras, pero mas faciles de convertir en etanol. Por eso, a pesar de que el
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costo de la biomasa lignocelulésica es mucho mas bajo que el costo de otras materias
primas, el costo de obtener azlcares a partir de lignocelulosa ha sido histéricamente
demasiado alto como para atraer el interés para su uso industrial, materias dignas de
considerar para la produccion de etanol combustible son: yuca, cafia de azlcar, remolacha
forrajera, sorgo azucarado y diversos granos en regiones secas. Sin embargo, otros autores
afirman que la produccion industrial de etanol combustible a bajo costo sdlo sera posible si
se utilizan materias primas lignocelulésicas (Galbe, 1994; Wheals et al., 1999).

1.2.9 Produccion de bioetanol a partir de biomasa.

El bioetanol se produce por la fermentacion de los azucares contenidos en la materia
organica de las plantas. En este proceso se obtiene el alcohol hidratado, con un contenido

aproximado del 5% de agua, que tras ser deshidratado se puede utilizar como combustible.

Principalmente se utilizan tres familias de productos para la obtencion del alcohol: Azucares,
procedentes de la cafia o la remolacha, por ejemplo:

e Cereales, mediante la fermentacion de los azucares del almidon.

e Biomasa, por la fermentacion de los azlUcares contenidos en la celulosa y

hemicelulosa. (Garcia, 2006)

Los materiales lignoceluldsicos son los que ofrecen un mayor potencial para la produccién de
bioetanol. Una gran parte de los materiales con alto contenido en celulosa, susceptibles de
ser utilizados para estos fines, se generan como residuos en los procesos productivos de los
sectores agricola, forestal e industrial. Los residuos agricolas proceden de cultivos lefiosos y
herbaceos y, entre otros, hay que destacar los producidos en los cultivos de cereal. Por su
parte, los residuos de origen forestal proceden de los tratamientos silvicola y de mejora o
mantenimiento de los montes y masas forestales. También pueden utilizarse residuos
generados en algunas industrias, como la papelera, la hortofruticola o la fracciéon organica de
residuos solidos industriales. Muchos de estos residuos no solo tienen valor econémico en el
contexto donde se generan sino que pueden ser causa de problemas ambientales durante su

eliminacion (Cabrera, 2008)
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Los residuos de biomasa contienen mezclas complejas de carbohidratos, llamados celulosa,
hemicelulosa y lignina. Para obtener los azucares de la biomasa, esta es tratada con acidos
o enzimas que facilitan su obtencion. La celulosa y hemicelulosa son hidrolizadas por
enzimas o diluidas por acidos para obtener sacarosa, que es entonces fermentada. Tres son
los principales métodos para extraer estos azucares: la hidrélisis con acidos concentrados, la
hidrélisis con acidos diluidos y la hidrdlisis enzimatica. En el (anexo 3) se encuentra un
esquema simplificado del proceso de obtencion de etanol a partir de materiales

lignocelulésicos.
1.2.10 ¢(Es el etanol de celulosa sustentable?

Un estudio preliminar del ciclo de vida del etanol de celulosa mostré6 que se reduce en un
89% las emisiones de gases invernaderos sobre el uso de petrdleo. En contraste etanol
fermentado de azlcar reduce gases invernaderos en un promedio de 13%. (Wan — Ho et al.,
2006)

Una propuesta estima que para producir 50 billones de galones de etanol por afio de
biomasa de celulosa, el flujo de residuos solo proporcionaria el 40 0 50% de la materia prima,
el resto tendria que venir de cultivos energéticos como es el maiz y switch grass, que

causaria grandes impactos al sistema agricola.

Niveles mayores a esto producirian impactos en el costo de tierras agricolas y competencia

con la produccién alimenticia.

Los Estados Unidos ha fijado la meta en el consumo de gasolina para carros y camiones

para el afio 2050 en 290 billones de galones.

Una idea para producir biocombustibles, econémica y eficiente, es desarrollar bio-refinerias,
analogas a las refinerias de petréleo, donde el crudo es convertido en combustibles y
productos secundarios como fertilizantes y plasticos. En el caso de las bio-refinerias, la
biomasa de la planta produciria una diversidad de productos como comida para animal,

combustibles, quimicos, polimeros, lubricantes, pegamentos, fertilizantes y energia.
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1.2.11 Estado actual en el mundo sobre la produccién de etanol celulésico a partir de

biomasa.
Etanol celulosa el “Oro Verde”

La principal limitacibn de obtener etanol de materia vegetal es que la mayoria de los
azucares, con excepcion de almidon de la mazorca, no son viables para la fermentacion con
bacterias u otros microbios. Los azucares estan encerrados en la celulosa, el material fibroso
gue representa el 75 o 85% de la planta, el resto es lignina, el material de la madera.
(Placeres, 2006)

Sin embargo un céctel de enzimas llamadas células se pueden descomponer la celulosa en
sus unidades de azulcares, que si pueden ser fermentadas por microbios convirtiendo los
azucares en etanol. Eso significa que la hierba, la paja y otros residuos de los cultivos
agricolas pueden ser convertidos en etanol. Esto se ha denominado como el “oro verde” que
podria reemplazar el “oro negro” crudo, importado y que se ve como un potencial para

reducir sustentablemente el consumo de combustibles fosiles.

“Por lo menos es tan factible como el uso de Hidrégeno como una fuente de energia para el
sector de transporte sustentable”, dijo el Consejo de Defensa para los Recursos Nacionales

(NRDC) por sus siglas en inglés) y la Union de Cientificos Preocupados (UCC).

Shell Oil predijo que el mercado global de biocombustibles como ‘etanol celulosa’ creceria

por encima de los $10 billones para el 2012.

Un estudio financiado por la Fundacion de Energia y la Comisién Nacional para Politicas
Energéticas concluyé que “los biocombustibles junto con vehiculos de mayor eficiencia y
crecimiento inteligente podria reducir la dependencia del sector transportista en petréleo en
dos tercios para el 2050 de forma sustentable”. ‘Crecimiento inteligente’ es un término de
planificacion que significa el crecimiento que maximiza el desarrollo sustentable de ciudades

en relacién a transporte y otras formas de reducir el uso de energia.
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1.3 Pretratamientos utilizados en los MLC

Existen diferentes tipos de pretratamientos, los cuales pueden agruparse dentro de cuatro
categorias: fisicos, quimicos, biolégicos y combinados. Los fisicos (vapor, radiacion,
vibracion), no incluyen la aplicacion de sustancias quimicas (Azuma et al., 1985, Beardmore
et al., 1980). En los quimicos participan sustancias, tales como diéxido de azufre (SO,), 4cido
acético, solventes (Varshney y Patel, 1988), amoniaco (Holtzapple et al., 1992), éalcalis
(Playne, 1984) y acidos. Los biolégicos, en los cuales participan microorganismos
degradadores de lignina, tienen el inconveniente de ser muy lentos (Lee, 1997). Entre los
combinados tenemos la explosién por vapor, en la cual se pueden combinar SO, y vapor
(Dekker y Wallis, 1983; Hormeyer et al., 1988; Lambert y Stratford 1999). La oxidacion
hameda, en el cual la biomasa es tratada con agua y aire u oxigeno a temperaturas por
encima de 100°C, es otro de los tenidos en cuenta para tratar la biomasa (Mc Ginnis, et al.
1983 a, b). A nivel industrial, solo los pretratamientos &cidos (diluido y concentrado), han sido

utilizados.
1.3.1 Pretratamiento acido diluido.

El pretratamiento &cido diluido, como su nombre lo indica es el uso de acidos tantos
concentrados como diluidos para destruir la coraza de lignina y hemicelulosa, encontrada en
la pared celular en los materiales lignocelulécicos. Los tratamientos con acidos calientes
rompen los enlaces de estos polisacaridos y despolimerizan y solubilizan la hemicelulosa
dando xilosa, manosa, arabinosa, galactosa y glucosa (Grohmann et al., 1994). En el
pretratamiento se utilizan acidos fuertes como, el clorhidrico, sulfurico y el fluorhidrico a
bajas temperaturas, donde el principal inconveniente es el requerimiento de equipos de
acero inoxidable, lo cual incrementa considerablemente el costo (Wyamn, 1999). Otro
inconveniente, es la formacion de productos de degradacion de varios azucares y pérdidas
de material debido al tiempo en que se mantienen bajo estas condiciones las que no son las
adecuadas. Cuando se usa &cido diluido, se aplica altas temperaturas (alrededor de 200°C) y
considerable cantidad de productos de degradacion de azucar y lignina son formados
(Bashir y Lee, 1994), lo que, por supuesto, es un factor negativo en estos pretratamientos.
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Ejemplo de estos puede ser: acido diluido (4 %) a 100°C durante 60 min. y otro &cido
concentrado (85 %) a 100°C durante 10 min. (Szengyel, 2000). (Ver anexo 5)

1.3.2 Formacién de compuestos no deseados en el pretratamiento acido diluido.

Durante el pretratamiento de la biomasa se pueden formar compuestos toxicos que inhiben la
hidrdlisis enzimética y la fermentacidn alcohdlica, Los cuales pueden dividirse dentro de tres
grupos principales de acuerdo a su naturaleza quimica. El primer grupo consiste en
derivados furanicos, ejemplos: el furfural y el 5-hidroximetilfurfural (HMF), los cuales se
forman por la deshidratacion de las pentosas y hexosas, respectivamente, por la accion de
acidos y temperaturas altas. El segundo grupo de compuestos inhibidores son &cidos
alifaticos de cadenas cortas. Tipicamente los hidrolizados lignocelulocicos contienen varias
cantidades de acido acético, acido formico y acido levulinico. El acido acético se forma por la
desacetilacion de las hemicelulosas. El acido férmico y el levulinico son productos de
degradacion del HMF y el furfural. El tercer grupo de inhibidores comprende varios
compuestos fendlicos liberados de la degradacion parcial de la lignina (Mes-Hartree, y
Saddler, 1983, Palmqvist et al., 1996)

1.4 Aspectos generales acerca de reactores utilizados en el pretratamiento.

El medio fisico donde ocurre la reaccion correspondiente al proceso de pretratamiento se
conoce como reactor. Entre los estudiados por la literatura encontramos:
1. Reactor batch o discontinuo.
Reactor semibatch.
Reactor backmix (continuo de tanque agitado).

Reactor tubular de cama fija y movil.

a 0N

Reactor diferencial con recirculacion.

Los reactores tubulares de cama fija y mdvil presentan dificultades de evaluacion de las
constantes especificas de la reaccion, pues las concentraciones son funciones de la longitud
del reactor y del tiempo para el de cama fija y funciones del largo para el de cama mdévil. En

el reactor de cama moévil se presenta, también, la dificultad de mantener fija la relacion de
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sélido — liquido. En el reactor diferencial con recirculacion cambia la concentracién de
celulosa o hemicelulosa del material celulésico colocado entre las dos mallas que lo sujeta
dentro del equipo, a través de los cuales pasaria la disolucion &cida, lo que hace imposible
utilizarlo. Ademas, habria que utilizar relaciones de reciclo muy altas y una bomba resistente
a la temperatura y al acido. El reactor backmix presenta dificultades practicas, pues seria
necesario bombear una suspension de material celulésico con &cido, manteniendo el
hidromédulo constante, y controlar cuidadosamente el flujo. El reactor semibatch es de mas
dificil construccion que el batch. En éste el material celulésico se encuentra perfectamente
agitado, pero retenido por una malla. La disolucion de &cido penetra por la parte superior del
equipo, mezclandose con el material celulésico, y sale a través de la malla después de
reaccionar. (Napoles y Lépez, 1984).

Un reactor discontinuo es simplemente un recipiente en el qué estan contenidas las
sustancias mientras reaccionan; lo que hemos de determinar es la extension de la reaccion
para diversos tiempos, que puede seguirse por varios caminos, por ejemplo:
1. Siguiendo la marcha de la concentracion de un determinado componente.
2. Siguiendo la variacibn de alguna propiedad fisica del fluido, tal como la
conductividad eléctrica o el indice de refraccion.
Siguiendo la variacion de la presion total, en un sistema a volumen constante.

4. Siguiendo la variacion del volumen, en un sistema a presion constante.

Estos reactores suele operar isotérmicamente y a volumen constante, debido a la facil
interpretacion de los resultados experimentales, es relativamente sencillo, necesita sélo de
pequefios aparatos o0 instrumentos auxiliares, es el dispositivo preferido en sistemas
homogéneos en ecuaciones irreversibles y consecutivas donde casi siempre el producto

intermedio el deseado (Levenspiel, 1974).

1.5 Técnica de escalado.

El método mas antiguo es el de escalado. Este método se basa en el desarrollo de una
secuencia de trabajos experimentales en los que el sistema reaccionante se somete a

estudio en aparatos de dimensiones cada vez mayores, cuando en dos etapas sucesivas se
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reproducen resultados satisfactorios, se considera que se puede proceder al disefio del
reactor a escala industrial sin mayores riesgos, siempre que el cambio de escala se

encuentre dentro de los limites tolerables.

El disefio por escalado es de suma importancia que el cambio de escala sea la mayor
posible, ya que el costo de los experimentos es directamente proporcional al tamafio de los
aparatos. El factor escala a utilizar depende en gran medida de la naturaleza del sistema
reaccionante y del conocimiento que se tenga del mismo. En realidad en el campo de los
reactores cualquier informacion basada solamente en el tipo de reactor. Se puede considerar
qgue los cambios de una instalacién experimental a otra de cinco a diez veces mayor, se
encuentra en los limites utilizados en la practica de ingenieria quimica.

Existe otro método de disefio que consiste en determinar a escala de laboratorio o de planta
piloto el efecto aislado de las variables mas importante en todo el intervalo de trabajo. (Viera,
1991)

1.5.1 Caracteristicas de escalado.

+ Los resultados obtenidos en equipos de laboratorio o planta piloto se transportan a
una operacion industrial de mayor tamafio.

+ La viabilidad técnica y econdmica que se comprob6 se debe cumplir también en la
escala mayor (industrial).

+ Los procedimientos de escalado de procesos bioldgicos son similares a los de
procesos quimicos.

» Las diferentes operaciones involucradas en el proceso también deberan ser tratadas

con atencion a escala mayor.

1.5.2 Tipos de escalado.

« Desde una escala menor a otra mayor o denominada también scale-up

« Desde una escala mayor a otra menor o scale-down.
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1.5.3 Etapas del escalado.

+ Reactores de escala de laboratorio (50 — 1000 mL).
» Reactores de escala banco (5 -20 L).

» Reactores de escala piloto (50 — 5000L).

* Reactores de produccién ( 25000L).

En la escala de laboratorio es donde se buscan las condiciones de trabajo como:
e Temperatura.
e Concentracion de acido.
e Tiempo de reaccion.

e Conversion de una sustancia deseada.

En la escala banco se busca la forma que va a tener el reactor manteniendo todas las

condiciones de trabajo obtenidas en la escala de laboratorio.

1.6 Conclusiones parciales.

v' La biomasa se define como: el conjunto de materiales que puede ser utilizada con
otros fines distintos a los alimentos.

v Los materiales lignocelulésicos son la fuente renovable mas abundante en la tierra y
estan formados por celulosa, hemicelulosas y lignina principalmente, sin embargo
entre el 3y el 4 % son utilizados econémicamente en el mundo occidental.

v Los residuos agricolas, como la vaina del fruto de la M.O, debido a su composicion
guimica es utilizada para la obtencién de bioetanol.

v' El escalado es una forma de llevar investigaciones de laboratorio a escala industrial.
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Capitulo 2.

Materiales y Métodos

« En este capitulo se aborda las técnicas utilizadas en la tesis para determinar la
composicion quimica de la materia prima utilizada (vainas de Moringa oleifera), la
cual fue obtenida en una plantacion experimental situada en la estacion experimental
de Pastos y Forrajes: “Indio Hatuey”, Matanzas, Cuba. También se desarrolla la
técnica de escalado, desde una escala menor a otra mayor o denominada también
scale-up), aplicada para el disefio preliminar del reactor. Para esto se realizaron las

siguientes tareas:

1. Muestrear, conservar y preparar la materia prima.

2. Caracterizar las caracteristicas fisico-quimica del residual (vaina) de la Moringa
oleifera.

3. Analizar los azucares reductores totales en la fraccion liquida para los diferentes
volumenes de estudio.

4. Calcular los parametros necesarios para el disefio preliminar del reactor a través de
la técnica de escalado.

5. Elaboracion del informe final de la tesis.

El trabajo experimental se desarrollé en el laboratorio de Quimica, del Departamento de

Quimica e Ingenieria Quimica de la Universidad de Matanzas “Camilo Cienfuegos”.

2.1 Muestreo, preparaciéon y conservacion de la materia prima.

Primeramente, se expone la materia prima al sol por tres dias, después en el laboratorio se
divide principalmente en cuatro capas sucesivas de aproximadamente igual espesor. Cada
capa es dividida en ocho porciones iguales sobre una superficie rectangular y de estas se
toman dos porciones opuestas entre si y el resto se desecha, para garantizar que la muestra
sea lo mas real y representativa posible (Hernandez, 1995). Las porciones finales de las

muestras preparadas previamente, son secadas a 40°C en estufa (Estufa - incubadora
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digital AISET YLD-6000 Alemana, con control térmico, de 0,1°C de sensibilidad) por espacio
de 24 h. Posteriormente la muestra es tamizada (1mm) donde se obtienen fracciones Uutiles
para cada experimento a seguir. La misma fue conservada en bolsas de polietileno a

temperatura ambiente.

2.2. Caracterizacion fisico-quimica de la materia prima.

Esta etapa de la investigacion comprende la caracterizacion fisico-quimica del residual solido
de la vaina de M.O., la misma se realiza siguiendo las técnicas operatorias regidas por los
Métodos Standard para el Andlisis de Biomasa, perteneciente a los Laboratorios Nacionales
de energia renovable (NREL) de Estados Unidos. Los analisis realizados para la
determinacién de la composicién quimica del material son: Humedad, Cenizas, Hidrolisis

acida analitica, Polisacaridos facilmente y dificilmente hidrolizables y Extractivos.

2.2.1. Caracterizacion fisica de la materia prima.

Para la determinacion fisica de la materia prima se tomaron once frutos determinandose:
peso total del fruto, peso de la almendra, peso de las cascaras. Se realiza ademas el célculo
del por ciento del peso de las partes integrantes del fruto con respecto al peso total del
mismo. Se reporta la desviacion estandar y el coeficiente de desviacidén correspondiente a los

datos analizados.

2.2.2 Composiciéon quimica de la materia prima.

2.2.2.1 Determinacién de humedad.

La determinacion de humedad es realizada segun “Standard Method for Determination of
Total Solids in Biomass”. Procedimiento analitico de laboratorio LAP 001. Este Método
Standard para el Analisis de Biomasa se basa en el andlisis gravimétrico por volatilizacion y
en el mismo un crisol con su tapa es llevado a peso constante. Un gramo de muestra, es
pesado en balanza analitica, (Balanza analitica digital Sartorius BS 124 S. Méax. 120g
Sartorius, con una precision de 0,1 mg), poniéndolo en la estufa a la temperatura de 105°C
por espacio de 24 h; llevandolo a la desecadora (previamente preparada con carbonato de
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calcio anhidrido y silicagel) y después pesando la muestra anhidra. El procedimiento anterior
se repite hasta alcanzar peso constante (dos pesadas consecutivas deben diferenciarse en
0,2 mg o menos). El resultado es aceptado cuando muestra y réplicas tengan una desviacion
estandar igual o inferior a 0,19% y un coeficiente de variacion igual o inferior a 0,20%. Las

ecuaciones utilizadas son:

- Peso_. - Peso
% SOlldO totaIeS — crisol + muestra

Peso

crisol *100

muestra

% Humedad = 100- % solido totales

2.2.2.2. Determinacién de cenizas.

La determinacion de cenizas es realizada segun: “Standard Method for Ash in Biomass”.
Procedimiento analitico de laboratorio LAP 005. El andlisis se basa en la gravimetria por
volatilizacion. Se pesan exactamente y por duplicado en crisoles de porcelana con su tapa
(previamente preparados en el horno mufla a la temperatura de 550 + 25 °C por una hora)
1,0000g de muestra , la muestra se coloca en el horno mufla a temperatura de 550 + 25 °C
por tres horas; se ponen en desecadora por espacio de 15 a 30 minutos, se pesa y se
repiten las operaciones antes mencionadas, hasta obtener peso constante (dos pesadas
consecutivas deben diferenciarse en 0,2mg 6 menos). El cumplimiento de este procedimiento
se acepta cuando muestra y réplicas cumplan con una desviacion estandar igual o inferior a
0,05% y un coeficiente de variacion igual o inferior a 3,88%.El célculo se realiza mediante la

ecuacion siguiente:

(Peso
Peso

crisol + ceniza I:)esocrisol )
*0% solido totales

% Cenizas = *100 |{*100

muestra
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2.2.2.3 Determinacion de extractivos.

La determinacion de extractivos es realizada segun: “Standard Method for the Determination
of Extractives in Biomass”. Procedimiento analitico de laboratorio LAP 010. El analisis se
basa en la gravimetria por extraccién solido-liquido. Se pesan aproximadamente de 2 a 10 g
de muestra tamizada en (balanza analitica), se agrega la muestra cuantitativamente al dedal
y se pesa, colocando el mismo en un aparato Soxhlet de 75 mL, se adiciona de 160-195 mL
de etanol al 95 % en un balén previamente pesado en balanza analitica. Se calienta a reflujo
por 24 h (bafio de Maria), se requieren de 100 a 120 descargas durante el tiempo de reflujo,
posteriormente se extrae el dedal y se lava con etanol al 95 % dejandolo al aire por dos dias
y (en estufa a 40°C 24 h). El lavado y el liquido que queda en el Soxhlet, se vierten en el
balén el cual se coloca en el retro-evaporador (analdgico IKA RV 05 Basic, bafio de agua
IKA HB4 Basic a 45 * 5°C), después de haber eliminado todo el solvente visible haciendo
uso de la bomba de vacio (Telstar) y sus respectivas trampas de vacio, se coloca el balén en
(estufa por 24 h a una temperatura 40 = 1°C),transcurrido este tiempo se coloca el balén en
(desecadora hasta alcanzar temperatura ambiente), luego se pesa hasta peso constante. El
andlisis de determinacion por extractivo es aceptado cuando muestra y replicas cumplen con
una desviacion estandar en contenido de extractos igual o inferior a 0,15% y un coeficiente
de variacion igual o inferior a 7,6%. Las ecuaciones utilizadas para determinar los diferentes

por ciento de extractivos son:

4 %0 solidos totales

ODW = Peso,,.ra 100

(ODW - ( I:)esodedal+muestra - Pesod&‘dﬁlI ))
ODW

% extracto totales = *100
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2.2.2.4 Determinacion de los polisacaridos facilmente hidrolizables (PFH).

La determinacion de los PFH se realiza segun (Leonovich y Obolenskaia, 1988). Este
método se basa en el analisis gravimétrico. Se pesa 2,0000g de biomasa libre de extractos
en (balanza analitica); muestra y replica. La cual se adiciona a un balén esmerilado de 100
ml con fondo redondo. Se afiade 20 mL de HCI al 5 % y se agita cuidadosamente
esporadicamente por espacio de 30 minutos. Calentar a reflujo durante tres horas en (bafio
de Maria a temperatura de 100°C). Transcurrido este tiempo se deja refrescar y se procede a
filtrar al vacio. El residuo soélido o torta se seca por un dia a temperatura ambiente y luego a
(105°C durante 24 h en estufa), pasado este tiempo se coloca en (desecadora hasta alcanzar
temperatura ambiente y se pesa hasta lograr peso constante. La determinacion de PFH se

utiliza la ecuacién siguiente:

% PEH = o> Omussira — PESO nat muewra

Peso

muestra

2.2.2.5 Determinacion de los polisacéaridos dificilmente hidrolizables (PDH).

La determinacién de los PDH se realiza segun (Leonovich y Obolenskaia, 1988). Este
método se basa en el andlisis gravimétrico del residuo, se pesa todo el residuo obtenido en
la determinacion de PFH en un beacker de 100 mL en la (balanza analitica); muestra y
replica. La cual se adiciona 15 mL de H,SO4 al 72 % y se agita cada 20 minutos por dos
horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se transfieren lo mas
cuantitativamente posible a un balén esmerilado de 500mL con fondo redondo. Se agrega a
la mezcla 135 mL de agua destilada y se calienta a reflujo durante dos horas en (bafios de
Maria a temperatura de 100°C). Posteriormente se deja refrescar y se procede a filtrar al
vacio. El residuo sdlido o torta es secado por espacio de un dia a temperatura ambiente y

luego a (105 °C durante veinticuatro horas en estufa), finalizado este tiempo se coloca en
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(desecadora hasta temperatura ambiente) y pesado hasta peso constante. La ecuacion

utilizada para determinar los PDH es:

Peso .. — Peso ;.
% PDH — final mues;;a PFH final muedra 4 100
eso

muestra

2.2.2.6 Determinacion de Lignina Klason.

La determinacion de la HAA fue realizada segun: “Standard Method for the Determination of
Carbohydrate in Biomasa by HPLC”. Procedimiento analitico de laboratorio LAP 002. Y
haciendo uso de modificaciones técnicas adaptadas a nuestras condiciones de analisis. El
mismo se basa en el andlisis gravimétrico para la determinacion de la lignina y la extraccion
solido-liquido para la determinacién de los azlcares. En pomos de 250 mL se pesan (0,3g de
muestra en balanza analitica), se aflade el volumen equivalente a 4,92g de H,SO4 (72 %). A
continuacion se introducen en (bafio de Maria a 30°C), durante una hora con agitacion (75
rpm), asegurandose que la muestra quede empapada por el liquido. Luego se afiade 84 mL
de agua destilada para detener la reaccién (equivalente a una concentracion de H,SO,4 del 4
%). Seguidamente, se introduce en autoclave durante 1 h a 121°C y 1,02 atm de
sobrepresion. Finalizada esta segunda etapa de hidrélisis, se enfria en bafio de agua y se
reponen las posibles pérdidas con agua. Tras la hidrélisis se obtiene una suspension en la
que el hidrolizado (fraccion liquida) contiene los productos de hidrdlisis de los polisacaridos y
el precipitado corresponde a la lignina Klason, la cual se seca a (105°C durante 24 horas en
estufa). Al hidrolizado se le determinan los azUcares disueltos mediante técnicas analiticas
como son HPLC y azlcares reductores totales por el método de acido 3,5-dinitrosalicilico

(DNS). Se utiliza para determinar el por ciento de lignina la ecuacion:

Peso ..
% Lignina — P final muesra*loo
eso

muestra
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2.2.3 Pretratamiento con acido sulfurico diluido.

El pretratamiento acido diluido se realiz6 en autoclave a 1.02 atm., en un frasco se adiciona
las cantidades correspondientes de materia prima y acido sulfurico para una relaciéon solido —
liquido (RSL=10), se empled un tiempo de reaccion de 10 minutos y temperatura de hidrolisis
de 130°C. Los extractos liquidos obtenidos de los hidrolizados del residuo de vaina de M.O.

se analizaron para determinar la concentracion de azucares simples.

2.2.4 Determinacion de los azucares reductores totales.

El contenido de azucares reductores en los hidrolizados se determiné utilizando el método de
acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS), mencionado por (Miller, G.L. 1959).

Teniendo en cuenta la dilucién apropiada para el hidrolizado objeto de andlisis, se toman 0,5
mL de la misma y se sitian en un tubo de ensayo, seguidamente se le adiciona 0,5 mL del
reactivo desarrollador de color (a4cido 3,5- dinitrosalicilico), y se pone en bafio de Maria a
100°C por 10 min. A continuacién se deja que la solucion alcance la temperatura ambiente y
se le adicionan 1,2 mL de agua destilada, posteriormente leer en espectrofotometro UV-

Visible a una longitud de onda de 546 nm .

2.3 Escalado del pretratamiento acido diluido de la vaina M.O.

La técnica de escalado scale up se utiliza para realizar el disefio preliminar del reactor de
pretratamiento, realizando trabajos experimentales. Para disefiar el reactor, se tiene que
probar experimentalmente antes, dando resultados similares a su escala anterior
manteniendo parametros constantes, tanto operacionales como caracteristicas del reactor,
la relacidn entre la altura y el diametro y, las condiciones de trabajo es lo que se mantuvo a la
hora del escalado. Este método permite detectar efectos que escapan a predicciones
tedricas. Se puede considerar que los cambios de una instalacion experimental a otra es de
cinco a diez veces mayor y que se encuentren dentro de los limites utilizados en la practica

de la Ingenieria quimica. (Viera, 1991)
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Para la ejecucion del mismo se determinan los azucares reductores totales en las diferentes
condiciones. Se calculan los valores de altura y diametro variables que denotamos como
(H) y (D) respectivamente estableciéndose una relacion (H/D), calculando ademas el
volumen del cilindro; variable que denotamos como (V), ya teniendo este resultado le

realizamos la técnica de escalado.
2.3.1 Calculos para desarrollar la técnica de escalado.

Para realizar la técnica de escalado partimos de las dimensiones del recipiente utilizado en la
escala de laboratorio, altura (H) y didmetro (D), se plantea la relacion (H/D). (Viera, 1991),

Para realizar el célculo del volumen del cilindro se utiliza la siguiente ecuacion:

V = ﬂ*(DZ)*H
4

Con estos datos establecemos una relacion entre el recipiente de 1 L y el de 5 L y
determinar las dimensiones de este ultimo, el cual debe cumplir con la relaciébn que existe
entre la altura y el didmetro del recipiente de 1L.

Después se realiza el mismo procedimiento para el reactor de 50 L.

2.4 Conclusiones parciales.
v' Se determina la composicion de la materia prima segun el “Standard Method for the
Determination of Extractives in Biomass”™.

v' Se define los parametros constantes del disefio preliminar del reactor mediante la

técnica de escalado scale up.
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Capitulo 3.

Resultados y discusion

El pretratamiento con acido diluido es un método prometedor para la conversion de los
carbohidratos contenidos en la biomasa en azucares fermentables de aqui la gran
importancia de llevar estos resultados a una mayor escala. En la primera parte de este
capitulo se analiza la composicion fisico-quimica de la materia prima a utilizar.
Posteriormente realizamos el pretratamiento en un frasco de un litro donde la fraccion
liguida es analizada con vistas a determinar los azlcares reductores totales (ART). Después
se realizan los célculos de escalado de un litro a cinco litros y a continuacion se realiza el
pretratamiento a esta escala y por ultimo el escalado final del reactor de cincuenta litros y su

disefio preliminar.

Los experimentos fueron realizados en los laboratorios del Departamento de Quimica e

Ingenieria Quimica de la Universidad de Matanzas.

3.1. Composicion de la materia prima.

La composicion de la biomasa es un factor muy importante para la determinacion de la
factibilidad de su uso, en un proceso determinado. Por eso se realiza un estudio muy
cuidadoso de la estructura de la materia prima, debido a que su uso dependera de los

resultados que estos arrojen.

3.2. Composicion fisica del fruto del arbol M. oleifera.

Para la realizacion del presente estudio se toman 11 frutos y se pesan las diferentes partes

del mismo, los resultados son mostrados a continuacion.
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Tabla 3.1 Composicion fisica del fruto.

Peso de la
Muestra Peso total del Longitud del Cantidad de vaina sin
fruto (g) fruto (cm) semilla/vaina (u) )

semilla (9)
1 14,06 24,50 17,00 10,34
2 12,10 24,40 20,00 7,55
3 9,45 16,00 14,00 5,55
4 12,13 24,70 15,00 8,60
5 8,91 21,60 10,00 7,98
6 9,76 20,50 15,00 6,10
7 10,59 25,80 15,00 6,49
8 9,42 21,00 15,00 6,09
9 12,11 19,20 18,00 7,22
10 9,18 24,70 14,00 6,36
11 10,96 24,40 12,00 6,89
Media 10,79 22,44 15,00 7,20
Desv. Estandar 1,64 3,03 2,72 1,38
Coef. Variacion 15,20 13,51 18,14 19,17

Como se observa en la tabla el promedio del peso del fruto oscila sobre los 10.79g lo cual se
corresponde con el valor de 10g reportado en la literatura (Nautiyal y Venhataraman,
1987).

Es importante destacar como es posible disponer del 66.73 % del peso del fruto total para la
obtencion de etanol celulosico, este residuo, contaminante del medio ambiente,
anteriormente era desechado por la industria y a partir de esta investigacion se le puede dar
otro uso que disminuya su influencia en la contaminacion ambiental. El valor antes
mencionado, es superior a otras especies de semillas oleaginosas como la Jatropha curcas

gue presenta un 46,29 % de cascara (Sotolongo et al 2007).

En cuanto a los valores de los diferentes coeficientes de variacidbn vemos que son mayores
que 12%, por lo que las muestra presentan dispersion, es decir, la media no es

representativa de los datos, esto se debe a la gran diversidad entre los frutos.
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3.3 Caracterizacion quimica de la vaina de la M. oleifera.

En el andlisis de los resultados de la composicion quimica de la vaina de M. oleifera se tuvo
un interés especial. Entre los principales constituyentes se destacan los PFH, PDH y la
lignina klason. Durante el presente capitulo se realiza un andlisis exhaustivo de la literatura
especializada realizandose una comparacion con los resultados obtenidos en el trabajo de
diploma. Todos los andlisis fueron realizados por duplicado (muestra y réplica). Se reporta
junto a los datos experimentales los valores del coeficiente de variacion (CV) y desviaciéon
estandar (s). Para realizar el calculo de los mismos se utiliza el software Statgraphics Plus
5.0.

3.3.1 Humedad.

La materia prima presenta, segun el andlisis realizado un 9.04 % de humedad, lo cual reporta
un 90.96 % de materia seca. Los valores de: s=0,013 % y CV=0.18 % correspondientes a los
datos experimentales muestran validez de los mismos al encontrarse por debajo de los

minimos permisibles (s=0,19 y CV=0,20).

3.3.2 Cenizas.

El valor promedio del por ciento de cenizas, segun muestra y replica, es igual a un 5.6 %. La
desviacion estandar y el coeficiente de variacion para las muestras analizadas es de 0,03 %
y 1.56 % respectivamente, los mismos cumplen con lo establecido en el protocolo

correspondiente (s=0,05, CV=3,88), demostrando la validez de los resultados.

3.3.3 Extractivos.
El valor promedio de extractivos totales es de 12.8 %. Los extractivos incluyen componentes
no estructurales de las muestras de biomasa las cuales pudieran interferir en el analisis y

deben ser removidos antes del mismo.

3.3.4 Polisacaridos facilmente hidrolizables (PFH).
EL resultado obtenido de PFH promedio es de 13.7 % (s=0,48%, CV=1,74%). Este resultado
nos dice que por cada gramo de muestra, 0.137g de los polisacaridos facilmente

hidrolizados, estan presentes en la solucion en forma de oligobmeros, y en mayor cantidad
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como mondémeros. Este valor estd en correspondencia con el total de polisacaridos

determinados por la hidrélisis acida analitica y el método del acido 3,5-DNS.

3.3.5 Polisacaridos dificilmente hidrolizables (PDH).

En la determinacion de PDH promedio se obtuvo un 19.5 %. Los valores obtenidos de
desviacion estandar y coeficientes de variacion entre muestra y réplicas son de 0.71 %y
2.08 % respectivamente. Mostrando que el valor promedio presenta poca dispersion pues Cy
<4,

3.3.6 Lignina Klason.

Es posible conocer la cantidad de azucares presentes en la fraccion liquida y llevando a peso
constante la fraccion solida determinar entonces, su contenido en lignina, la cual es
nombrada como lignina de klason. El trabajo experimental sobre este tipo de residuo reporta
una lignina promedio de 30.2 % (s=0.23, CV=0,66%). Otro aspecto importante a tener en
cuenta es que el protocolo plantea, que la determinacion de los azlcares debe ser realizada
haciendo uso de técnicas de determinacion analiticas como es el HPLC, la cual permite

conocer las cantidades de cada azucar por separado.

Tabla 3.2 Composicion quimica de las vainas de Moringa oleifera.

Analisis realizados %

Humedad 9.04
Materia seca 90.96
Cenizas 5.6

Extractivos totales 12.8
PFH 13.7
PDH 19.5
Lignina de klason 30.2
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- Analisis de los resultados de la composicion quimica.

Como se observa en la Tabla 3.2 la materia prima estad compuesta esencialmente por PFH
gue es principalmente la hemicelulosa, PDH que hace referencia a la celulosa y lignina que
contiene la materia por lo que podemos afirmar que estamos en presencia de un material
lignocelulésico, estando en correspondencia con otros MLC como el neem (Martin, 2008).

También en la tabla 3.2 al sumar las composiciones determinadas da 81.5 % es decir
menor que el 100 %, esto se debe a que pueden haber otros compuestos los cuales no se

han determinados.

3.4  Pretratamiento acido diluido.

El pretratamiento &cido diluido a escala de laboratorio se realizé en autoclave a 1.02 atm., se
pesé 100g de muestra y se adiciona H,SO4 de concentracion igual a 1 % hasta un peso total
de muestra de 1000g para una relacion sélido liquido igual 10 (RSL=10), se empled un
tiempo de reaccidon de 10 minutos y temperatura de hidrélisis de 130°C. Los extractos
liguidos obtenidos de los hidrolizados del residuo (Vaina de M.O) se analizaron para
determinar la concentracion de azlcares simples, de acuerdo a la metodologia propuesta por
Farore y Cuzens (1998) donde la determinacién de ART, reportados como xilosa, se llevo a
cabo por el método de &cido 3,5-dinitro-salicilico (3.5-DNS), con xilosa como solucién patrén,
en la tabla 3.3 se encuentra la absorbancia a diferentes concentraciones de xilosa, para
poder realizar la curva de estandarizacién (anexo 4), donde con el ajuste de la curva se
obtiene una ecuacién que relaciona absorbancia y concentracion de ART expresados como
xilosa. Al hidrolizado se le mide la absorbancia en espectrofotometro UV-Visible a 546nm.
Esto se repite, pero en el recipiente con las dimensiones obtenidas en el escalado de
laboratorio a escala banco y se realiza el mismo procedimiento teniendo en cuenta el nuevo
volumen. En el (Anexo 5) se muestran los resultados de los pretratamientos a ambos
volumenes, los mismos estan expresados en g/L de xilosa.

Para determinar si los factores volumen y muestra influyen significativamente en ART se
realiza un Andlisis de Varianza Bifactorial. En la tabla ANOVA (Anexo 6) se puede observar
gue no existen diferencias significativas para un 95 % de confianza entre los niveles del
volumen (1 —5L) y de las muestras (3), debido a que los valores de p-value son mayores que
0.05.
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TABLA 3.3 Valores de la curva de xilosa (patron estandar)

Concentracion Absorbancia

0 0,073
0.1 0,195
0.25 0,601
0.4 1,216
0.6 1,301
0.7 1,740

1 1.104

3.5 Disefio preliminar del reactor a través de la técnica del escalado.

Escalado de laboratorio a escala banco (1L a 5L).
Partiendo de las dimensiones del recipiente de un litro buscamos la relacion entre la altura y
el didmetro, manteniendo la misma y utilizando la ecuacion del volumen de un cilindro

podemos calcular la altura y el diametro del recipiente de cinco litros.

Recipientede 1L Recipientede 5L
Altura (H1)= 0.2 m Altura (Hy)="?
Diametro (D;)= 0.08m Diametro (D)= ?
Volumen (V1)= 1x 10° m® Volumen (V»)= 5x 10° m?
H,) 20 H
R R —21 =25
D), 8 D, ),
H
— | =25 H,=25*D
D 2 2
1/1
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Volumen del cilindro

V = 72-*<D2)*H
4
2
V2 _ 7[*(4D2 )*H2

Poniendo la ecuacion en funcion del diametro y despejando el mismo tenemos:

o, - oL
r*2.5

*103 *

b, - {[E10°4
r*2.5

D, =0.1366m

H,=2.5*D,

H, =0.3415m

- Escalado de banco a escala piloto (5L a 50L).

Recipiente de 5L Recipiente de 50L

Altura (H2)=0.2m Altura (H3)=7?

Diametro (D2)= 0.08m Diametro (D3)=?
Volumen (V)= 5x 10°m? Volumen (V3)= 50x 10°m?
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H,) 0.3415 H) e
D, ), 0.1366 D, ),
H

—=| =25 H, =2.5*D,
D, ),

Volumen del cilindro

V = 72-*<D2)*H
4
2
v, 7;*(4D3 )*H3

Poniendo la ecuacion en funcion del diametro y despejando el mismo tenemos:

V,*4
= 3
° r*2.5

5 _ i/50*10-3*4
=

r*2.5
D, =0.294m
H,=25*D,
H, =0.74m
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En la tabla 3.4 se encuentran las caracteristicas del recipiente en las diferentes etapas del

escalado desde escala laboratorio hasta escala piloto

Tabla 3.4 Dimensiones de los recipientes en las distintas escalas.

Escala Volumen Altura(cm) Didametro(cm)
Laboratorio 1L 20 8
Banco 5L 34.15 13.66
Piloto 50L 74 294

- Disefio preliminar del reactor para el pretratamiento &cido diluido para la vaina de la
M.O.

Después de realizar todos los calculos necesarios, analisis correspondientes y teniendo en
cuenta las condiciones de trabajo a la que operara el reactor, en la tabla 3.5 estan las

caracteristicas preliminares del disefio del reactor.

Tabla 3.4 Caracteristicas preliminares del disefio del reactor.

Altura 74cm.
Diametro 29.4cm
Volumen 50L

Material Acero inoxidable
Presion 1.02 atm
Temperatura 130°C

3.6 Conclusiones parciales

\ Los residuos del fruto de la M. oleifera (vaina) poseen contenidos altos de
polisacéaridos vy lignina.

V' No existen diferencias significativas entre los niveles de volumen y muestra

Vv La concentracion de azUcares reductores totales expresados como xilosa son

similares a diferentes volumenes de pretratamiento.
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Conclusiones Generales

Las caracteristicas del disefio preliminar del reactor (altura y el diAmetro) obtenidas a
través de la técnica de escalado (scale —up), son 74 cm y 29.4 cm respectivamente.
Los materiales lignoceluldsicos son la fuente renovable mas abundante en la tierra y
estan formados por celulosa, hemicelulosas y lignina principalmente.

La vaina residual de la Moringa oleifera representa un 66.73 % del peso total del
fruto.

No existen diferencias significativas entre los niveles de volumen (1 — 5L) y muestras

3).
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Recomendaciones

v' Se recomienda realizar el pretratamiento acido diluido estudiado, en el reactor
disefiado, para una escala mayor (Industrial).
v' Realizar este pretratamiento a mezclas de materiales lignocelulésicos con

composicion similar en el reactor propuesto en el trabajo de diploma.
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Anexos

Anexo 1

Figura. 1 a Flores de la planta Moringa oleifera.

Figura. 1 b Arbol de la Moringa oleifera.
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Anexo 2.

&

Figura. 1 a Capsulas de Moringa oleifera

Figuralb. Té de Moringa.
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Anexo 3

i I .
Materia Pretratamiento Solida
Prima =\ (Acido diluido) (Celulignina)
ﬂ j ﬂ
Liquida Hid_rél,istis
(Hemicelulosa) Enzimatica S6lida

(Lignina residual)

J

Liquida
Glucosa

|

Fermentacion — _ —
(Microorganismos) Destilacion ]:>[ Deshidratacion }

[ Etanol 99 % 1

Figura 1. Esquema simplificado del proceso de obtencion de etanol a partir de la vaina
de M. oleifera.
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Anexo 4
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Figura 1

Curva de estandarizacion de xilosa
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Anexo 5

Tabla 1 Resultados de los pretratamientos

Muestra
Volumen Desviacion Coeficiente
1 2 3 Media estandar | de variacion (%)
4,98 4,66 5,03
1L 4,78 4,43 4,56 4,79 0,22 4,63
5,02 4,97 4,67
Media 4,93 4,69 4,75
Desviacion
estandar 0,13 0,27 0,25
Coeficiente
de variacion (%) 2,61 5,78 5,17
4,88 4,57 4,21
5L 4,79 489 | 4,89 4,77 0,25 5,23
5,03 4,95 4,71
Media 4,90 4,80 4,60
Desviacion 012 | 020 | 035
estandar
Coeficiente
de variacion (%) 2,47 4,25 7,65

Nota: los valores estan expresados como g/L de xilosa
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Anexo 6

Andlisis de la Varianza para ART

Cuadrado Medio

0,0880
0,0018
0,0511

Fuente Suma de cuadrados GL
A: Muestra 0,1760 2
B: VVolumen 0,0018 1
Residuos 0,7154 14
Total (corregido) 0,893178 17

Fisher P-Value

1,72 0,2144
0,04 0,8538

Intervalos de las medias para un 95 % de confianza (LSD)

51F
5L

49 -

ART

48 1
47+

4,6 -

45k

B
Muestra

Intendlos de las medias para un 95 % de confianza (LSD)

5F

49

48

ART

47+

46 1

Volumen (L)
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