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RESUMEN

La posibilidad del aprovechamiento de los residuos generados en el cultivo de platanos y la
capacidad de generar una alternativa a los combustibles fésiles a través de una energia limpia, hace
que surja el estudio de la viabilidad para obtener bioetanol de dichos residuos.

Previo a la investigacion, se realiza un estudio del contexto y la literatura referente a las
energias renovables centrandose este, en la energia procedente de la biomasa y de los proyectos
precedentes a este trabajo.

Seguidamente, se procede con la fase de desarrollo del proyecto, donde se explican los
diferentes procesos aplicados especialmente el pretratamiento, hidrolisis y fermentacion. La novedosa
implementacién de técnicas de ultrasonidos en partes del proceso, en concreto en el pretratamiento y la
fermentacidn, pero sin olvidar técnicas convencionales con probados resultados como en la hidrélisis,
marcan la diferencia principal de esta investigacion.

El estudio se centrd en analizar la influencia de dos parametros del pretratamiento con
ultrasonidos, como el tiempo de sonicacion y la concentracion de NaOH, sobre la cantidad de azucares
obtenidos tras la hidrdlisis. Los mejores resultados se obtuvieron para un tiempo de 20 minutos y una
concentracion del 1%,; sin embargo, estuvieron limitados por la cantidad de residuo a tratar mediante la
sonicacion. Finalmente, se procedio a realizar la fermentacion tradicional y asistida por ultrasonidos.
Por ultimo, se realiz6 un analisis termogravimétrico del residuo sélido recuperado de la hidrélisis con
el fin de analizar su posible uso en calderas de biomasa.
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1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Motivacion del trabajo

Las Islas Canarias son un archipiélago conformado por ocho islas que se sitian geograficamente en
el océano Atléantico. Su situacion geogréfica cerca de la costa africana, pero en medio del océano, hace
que su clima sea subtropical y esto haya hecho posible un desarrollo exclusivo de la flora y la fauna.

Dentro de esa flora se encuentra un producto con sello Unico en Europa, el platano de canarias, con
propiedades beneficiosas para la salud y una calidad inigualable respecto al resto de competidores en el
mundo. Esto hace de este producto, la joya de la corona del sector primario en la comunidad auténoma.

Tras observar durante afios y conocer de primera mano la opinién de agricultores y empresarios,
sobre el escaso aprovechamiento de la platanera, ya que a dia de hoy solo sirve para su comercializacion
el fruto que proporciona; se propone la idea que lleva por titulo este trabajo de fin de grado.

P

-

” A, 5 h Residuo 1
3 . A‘\A desperdiciado

et A

Figura 1-1- Vista del interior de un invernadero en Bajamar (isla de la Palma) con anotacion de las diferentes
partes de la platanera.

En la actualidad, siguiendo con las tradiciones centenarias de su cultivo, cuando una platanera deja
de dar su fruto se tala y se deja caer al suelo para que, en ese mismo sitio, vaya creciendo lo que se
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conoce como una “hija”. Esta se desarrollara hasta convertirse en una “madre” y finalmente, tras dar el
fruto, se talara. Esta accion se repetira de manera ciclica.

Esas plataneras taladas con el fruto ya recogido, no tienen ninguna utilizacion salvo servir de abono
natural a dicha plantacion. Segun los agricultores de la zona, ese residuo que queda no es un buen abono,
pero no se le puede dar otra salida ya que recolectarlo para quemarlo es dificil. En las islas no hay lugares
destinados especificamente a ello, y quemarlo es perjudicial para el medio ambiente ademés de que esto
no supone beneficio alguno para el agricultor. Por lo que se dejan pudrir y terminan como abono como
se puede apreciar en la parte inferior de la Figura 1-1, donde ademas se ha sefialado y nombrado las
diferentes partes de la platanera.

En los dltimos afios, algunas empresas emergentes han surgido con diferentes ideas para la
utilizacion de estos residuos y han puesto su foco de atencion en estas grandes plantaciones plataneras.
Es el ejemplo de la empresa peruana Chuwa Plant, la cual ha desarrollado un proyecto para la produccion
de platos descartables biodegradables hechos con las cortezas del tallo del platano( Figura 1-2), como
explica la biografia de su pagina web.

Otro ejemplo de este creciente interés por el aprovechamiento de los residuos del platano, lo
encontramos en un proyecto de la Universidad de Guayaquil en Ecuador, en donde diferentes
investigadores han analizado la utilizacion de estos residuos como materia prima para la produccion de
materiales plasticos biodegradables.

Figura 1-2 Plato mediano de la empresa Chuwa Plant [1]

En cuanto a la maxima de estudio de este Trabajo de Fin de Grado, sera tratar de conseguir el
aprovechamiento de los residuos lignocelul6sicos de las plataneras (como las hojas) con el fin dltimo de
la obtencion de bioetanol. Este es un hilo de investigacion ain bastante inexplorado y poco estudiado.

Si el objetivo que se plantea en esta investigacion fuese correctamente implantado y se les diera un
fin a esos residuos, el beneficio seria inmenso ya que: se conseguiria despejar las plantaciones y con ello
dar una mayor accesibilidad a los trabajadores a las fincas(en la Figura 1-3 se puede observar la dificultad
del proceso de transporte de una pifia de platanos en el interior de una finca, la cual esta llena de residuos
en su suelo).

Ademas, se optimizarian los riegos reduciendo el consumo de agua, los abonos utilizados serian méas
efectivos porgue se podrian repartir mejor y, sobre todo, se controlarian mucho mejor las plagas que
amenazan dia tras dia las campanas de cultivo y que, en su mayoria, encuentran cobijo en estos residuos.
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Figura 1-3 Trabajador recolectando pifias de platanos

Esta es una investigacion que, pese a tener algin predecesor, nunca ha abarcado un espectro tan
amplio sobre el total aprovechamiento de la materia prima sobrante del proceso de cultivo de platanos.
Todo lo anteriormente descrito supondria, una mayor explotacion de los recursos para los agricultores
plataneros de todo el mundo, pero ademas seria un gran avance en la lucha por el medio ambiente. Por
ello se conseguiria un doble objetivo que es el fin principal sobre el que se sustenta esta investigacion.

El primero de los objetivos, es que el agricultor sea capaz de aprovechar el 100 % de sus cosechas
y no como ahora que el tnico beneficio de estas plantaciones es la comercializacion del platano. Ademas
de como se ha citado anteriormente, buscar la optimizacion de recursos necesarios para el cultivo.

El segundo es ofrecer una alternativa a los combustibles fosiles cuyo final se augura cercano v,
ademas, llevan ya mucho tiempo siendo uno de los principales problemas para la contaminacién de
nuestro planeta. Por ello impulsando las denominadas energias limpias como es la investigacion en
sistemas de obtencion de bioetanol, se estd abriendo una nueva via de desarrollo para un planeta mas
limpio.
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1.2 Objetivos

El objetivo de este trabajo es el estudio del posible aprovechamiento de los residuos lignocelulésicos
para la obtencién de bioetanol. Para ello se establecen los siguientes objetivos secundarios:

V.

VI.

Estudiar las diferentes técnicas existentes en la actualidad para el aprovechamiento de este
tipo de residuos.

Analizar y estudiar diferentes residuos lignocelulosicos.

Experimentacion del proceso de pretratamiento con la técnica de pretratamiento por
ultrasonidos.

Estudiar la influencia del pretratamiento ultrasénico del residuo en la obtencion de azUcares.
Aplicar la técnica de fermentacion no convencional por ultrasonidos.

Realizar un estudio termogravimétrico de la materia prima.
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2 ESTADO DEL ARTE

2.1 Panorama energético

Desde un punto de vista politico-social, se ha podido observar que en el afio 2017 se establecieron
ciertos objetivos energéticos en la “Agenda 2030 de las Naciones”. En dicho documento se encuentran
planteados 17 objetivos con 169 metas, que abarcan aspectos economicos, sociales y ambientales.

En lo relativo al medio ambiente, se establece la posibilidad de implementacion de un desarrollo
sostenible en el panorama energético mundial. En dicho documento se puede leer tres objetivos claros

[2]:
1. Conseguir el acceso universal a fuentes de energia limpias

2. Alcanzar los objetivos contra el cambio climatico del Acuerdo de Paris en 2040
3. Reducir las emisiones para mejorar la calidad del aire

Estos objetivos anteriormente citados, ademas de ser discutidos por la Naciones Unidas, fueron
establecidos y analizados previamente por la “WEO (World Economic Outlook) ”, que es un organismo
dependiente del Fondo Monetario Internacional.

La WEO publica bianualmente informes en los que se realizan analisis de los factores mas
importantes, que puede afectar a la economia mundial a corto plazo. Entre los factores que se tienen en
cuenta para la elaboracion de estos informes, podemos encontrar debido a su gran relevancia, el
panorama energetico.

En su dltimo numero relativo al afio 2020 cabe destacar que, para el panorama energeético, la
situacién de la pandemia creada por la conocida COVID-19, también ha supuesto ciertos problemas y
algunas ventajas, las cuales fueron analizadas por la WEQO y comentadas por maximos dirigentes de las
Naciones Unidas, las cuales son explicadas a continuacion.

Una de las mayores problematicas segun el secretario general de la ONU, Antonio Guterres, es que
el afio 2020 iba a convertirse en un afio trascendental para impulsar los objetivos del Acuerdo de Paris
y su maxima, alcanzar en unas déecadas el objetivo de cero emisiones netas, entre otras acciones. Este
importante acuerdo se analizd y debati6 ya en el afio 2015, para dar una solucion al cambio climético y
a los efectos que este provoca en nuestro mundo. Siendo por tanto este acuerdo una respuesta unanime
a un problema comun. [3] La manera de alcanzarlo, el apoyo y forma de hacerlo, iba a ser discutido en
una cumbre el afio pasado el Glasgow, pero la pandemia frustro y ha retrasado estos planes.

En principio para el afo 2060 alrededor de 120 paises se han comprometido a cumplir con este
objetivo vital para nuestro planeta. [4].
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Pero pese a ser una pandemia con terribles consecuencias, el afio 2020 también ha traido ciertos
aspectos positivos para el planeta. La crisis de la Covid-19, provoc6 una disminucién en el movimiento
de las personas en todo el mundo. Por ejemplo, el sector de la aeronautica quedd paralizado por el cierre
del espacio aéreo en muchos paises, ademas de la dréstica caida de los desplazamientos de millones de
personas en vehiculos. Esto supuso una caida del 5% en la demanda energética de todo el mundo vy el
sector més afectado por ello fue el del petréleo, aunque segin la AIE (Agencia Internacional de la
Energia) también el carbon perdid bastante mercado y los expertos auguran que, tanto en Europa como
en los Estados Unidos, su demanda caiga en afios proximos dréasticamente. Por el contrario, las energias
renovables sorprendentemente emergieron debido a esta crisis, y pese a que la inversion en investigacion
ha sufrido una caida, esto denota que poco a poco se empieza a confiar en este tipo de energias. Como
muestra la Figura 2-1 [5]

Renovables

Totzl energiz demandada

J

Coal & Gam Ol & Nuchear Rorurmadion Total oroegy demand OOT omissons o Eneegy nvostmont:

Figura 2-1- Indicadores clave para la demanda de energia estimada, las emisiones de CO2 y la inversién,
comparativa afio 2020 en relacién con 2019

Relativo al panorama energético, existe una diferenciacion entre las dos energias que abarcan todo
el espectro de este. Estos dos grupos son los siguientes:

2.1.1 Energias no renovables

Las energias no renovables, son aquellas que se extraen de la naturaleza y tienen una posibilidad de
obtencion y explotacion limitada, es decir son agotables.

Figura 2-2- Fotografia principales energias no renovables [6]
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Los combustibles fosiles son sustancias con propiedades energéticas que se forman a partir de
materia orgénica, la cual, ha sido sometida a altas presiones y temperaturas durante miles de millones
de afos.

Existen tres grandes combustibles fésiles que son el petrdleo (mezcla de compuestos organicos), el
carbén (roca formada por carbono) y el gas natural (mezcla de gases de origen natural). [7]

Por otro lado, dentro de las energias no renovables, podemos encontrar la energia nuclear que es
aquella que se obtiene de las reacciones de nucleos de atomos de algunos isétopos radioactivos. Existen
dos formas principales de generarse esta energia: la primera es a través de la fusion nuclear y la segunda
es a través de la fision nuclear. La principal diferencia entre ambas es que la fision se forma con la
combinacion de nucleos de atomos ligeros para formar uno mas pesado y en cambio la fisién es lo
contrario, los nucleos pesados se descomponen en ndcleos mas pequefios. Las centrales nucleares
utilizan la fision para producir electricidad [8].

2.1.2 Energias renovables

Las energias renovables son las energias que proceden de la naturaleza y cuya fuente de recursos es
inagotable como el sol, el agua, el viento...También son conocidas como energias limpias o energias
alternativas y estan en continuo desarrollo e investigacion por grandes empresas.

Las fuentes de las que procede la energia son muy diversas, siendo las mas importantes las que se
mencionan y resumen a continuacion:

Figura 2-3- Esquema con las principales energias no renovables

2.1.2.1 Solar

Este tipo de energia, junto a la edlica, son las mas conocidas y desarrolladas. La energia solar se
divide en dos subgrupos (fotovoltaica y solar térmica). La energia solar fotovoltaica se obtiene a partir
de unas placas solares o fotovoltaicas que, gracias a la incidencia de luz solar, consiguen transformar
esa energia solar en electricidad. La electricidad es mas facil de descarbonizar que otros combustibles.
Por lo cual, esta llamada a desempefiar un papel cada vez mas importante, en un mundo que lucha por
reducir sus emisiones de didxido de carbono relacionadas con la obtencion y utilizacion de energia. Por
otro lado, se encuentra la energia solar térmica, la cual consiste en aprovechar la energia que genera el
sol para ser transferida a un medio que sea portador de calor [9].

2.1.2.2 Eblica

La energia eolica, es aquella cuya principal fuente de energia es el viento. EI movimiento
continuo de las masas de aire, es aprovechado por el ser humano para generar energia. Esto se produce
gracias a unos aerogeneradores que al girar convierten la energia cinética en electricidad. Los parques
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edlicos, cada vez estdn mas extendidos y no solo se encuentran en tierra, ya que también hay enormes
parques edlicos en el mar [10].

Figura 2-4- El buque Juan Sebastidn Elcano navegando en el parque e6lico marino espafiol “Wikinger” [11]

2.1.2.3 Geotérmica

Esta es una fuente de energia que aprovecha las altas temperaturas que se generan en el interior
de la tierra. Las principales fuentes de esta energia son volcanes, géiseres, fumarolas... EI uso de la
energia geotérmica puede dar lugar tanto a electricidad como a energia térmica [12].

2.1.2.4 Hidraulica

La energia hidraulica es aquella que, al dejar caer una masa de agua a cierta altura considerable,
pasando previamente por unas turbinas, genera electricidad [12]. Para la obtencion de esta energia, se
construyen presas y pantanos con el objetivo de almacenar y contener el agua y asi poder usarla cuando
se demande.

2.1.2.5 Mareomotriz

En cuanto a la energia mareomotriz, lo que le diferencia de la energia hidraulica es que, aunque
las dos su principal recurso sea el agua, en la mareomotriz se genera con el movimiento de las mareas y
corrientes en el mar. Con ese movimiento de las masas de agua marinas se consigue producir, tras un
proceso mecanico, electricidad [13].

2.1.2.6 Biomasa

La biomasa es una fuente de energia procedente de la materia organica, ya sea vegetal, animal o
transformada de forma artificial. Algunas de las sustancias mas utilizadas son la cafia de azlcar, maderas,
cascaras de alimentos; que son utilizados con el fin de crear energia térmica o principalmente
biocombustibles. La energia de la que dispone la biomasa es debido al sol, ya que con el proceso de la
fotosintesis, tanto animales como vegetales, absorben la energia necesaria que serd aprovechada mas
adelante para la creacion de recursos. [10]

La utilizacion, investigacion y desarrollo de las energias renovables se encuentra en auge desde
hace ya algunos afios, y como se puede observar en la Figura 2-1, donde se grafica la inversion en el afio
2020 en relacion con el afio 2019, este tipo de energias es un gran atractivo para gobiernos y empresarios.

Este escenario, se corrobora con el horizonte establecido por la AIE para el afio 2050. En él,
como se puede observar en la Figura 2-5, donde se muestran graficamente los datos, se puede analizar
Ilamativas e importantes noticias. Estas noticias son por ejemplo el hecho de que mas de la mitad de la
energia eléctrica que se producira en Europa sera limpia o que Africa o Latinoamérica produciran su
electricidad, casi plenamente, de una manera renovable, como se puede observar en la Figura 2-5.
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Figura 2-5- Escenario planteado para 2050 por la AIE del uso de la energias renovables para la generacion de
electricidad

Finalizada la contextualizacion de los principales tipos de energia conocidos en la actualidad y
utilizados. En la Tabla 2-1 se comparan las principales ventajas y desventajas de estos.

Ventajas NO Inconvenientes NO . Inconvenientes
Ventajas renovables
renovables renovables renovables
Precio bajo Agotables Inagotables Neces_ldad de e
inversion
Gran conocimiento Un acugje{nte puede ser Seguras Falta estudio
catastrofico (nuclear)
Mucha cantidad de Necesidad de buscar
productos derivados Contaminantes No contaminantes alternativas a muchos
(petréleo) productos

Tabla 2-1- Ventajas y desventajas de las energias renovables y no renovables

Tras la comparacion de las ventajas y desventajas de las energias renovables y no renovables, es
posible concluir que, pese a que las energias no renovables tienen grandes ventajas como su gran
conocimiento y precio relativamente bajo, tienen como competencia la inagotabilidad, seguridad y no
contaminacion de las energias renovables; cuyas caracteristicas suponen del mismo modo unas
importantes ventajas.

Ademas, se puede resefiar que la disminucion del coste y el aumento de conocimiento de las
denominadas energias limpias, es solo cuestion de tiempo. Por tanto, se concluye destacando que las
ventajas de las energias no renovables son ampliamente superiores.

2.2 El Bioetanol

2.2.1 Definiciéon

El bioetanol es un tipo de alcohol etilico, producido a partir de la fermentacion de diversas materias
primas de origen vegetal. Las cuales, deben tener un alto contenido en almidon, celulosa y sacarosa.
Alguno de los ejemplos més caracteristicos y utilizados en la obtencion de este biocombustible son: la
cafia de azucar, la remolacha o los cereales. Pero también se podran utilizar cascaras de frutas o algas
entre el abanico de posibilidades de materias primas a utilizar [14].

Este biocombustible renovable contiene en su composicion un 35% de oxigeno, lo que le brinda la
posibilidad de reducir las emisiones contaminantes en su utilizacién. La combustién del bioetanol se
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considera segura para el medioambiente y mejor para evitar el efecto invernadero, que los combustibles
fosiles. Es cierto también, que no puede ser considerada como una energia puramente limpia ya que
COmo se expone a continuacion en su combustion desprende COo.

C,Hy0 + 30, > 2C0, + 3H,0

En la grafica de la Figura 2-6, donde se muestra una grafica que representa un estudio realizado por
la RFA en el afio 2017, se puede observar el reparto de la produccion de bioetanol por millon de galones
en el afio 2017. En dicha grafica, ademas, es posible observar como el grueso de la produccion de
bioetanol es abarcado por Estados Unidos, pero también llama la atencion que Brasil ostenta el 27% de
la produccion de este combustible seguido de la Union Europea y China.

Brazil; 7.295; 27% _[_ European Union; 1.377; 5%

China; 835; 3%
Rest of World: 490; 2%

(8 Canada; 436; 2%

_‘—| Thailand; 322; 1%
Argentina; 264; 1%

India; 225: 1%

Figura 2-6- Produccion bioetanol por millén de galones en el afio 2017 (RFA, 2017).

2.2.2 Usos del bioetanol

El bioetanol producido a partir de biomasa lignocelul6sica, estd considerado uno de los principales
sustitutos de los combustibles fdsiles, debido entre otras cosas a bajo punto de ebullicion, a su alto
nimero de octanaje (nimero utilizado para medir la resistencia a la detonacién de un combustible [15])
que es 108, su posibilidad de utilizacion en vehiculos sin necesidad de modificaciones en sus motores o
su buen contenido energético. El bioetanol es utilizado como combustible en solitario, pero como mas
comUnmente se encuentra es en conjuncion con la gasolina.

Segun el IDEA (Instituto para la Diversificacion y Ahorro de la Energia), perteneciente al Ministerio
para la Transicion Ecoldgica y el Reto Demogréfico y basandose en la orden 1TC/2877/2008, en su
Resolucion de 27 de diciembre de 2013 de la Secretaria de Estado de Energia, en la cual establece los
valores aplicables para el contenido energético y la densidad de los biocarburantes, la gasolina y el
gasoleo de automocion (diésel) [16].

El contenido energético por volumen (tep/m3 o tonelada equivalente de petréleo), que es la cantidad
de energia que se necesita desde la extraccion de la materia, fabricacién y posterior transporte de un
producto hasta su destruccion, es de 0,5016 en el bioetanol frente al valor de 0,7643 de la gasolina o
0,8598 del diésel; y la densidad del biocombustible es de 0,7778 kg/l.

Ademas, el IDEA aporta otro interesante dato sobre la reduccion de gases de efecto invernadero en
una comparativa entre diferentes tipos de bioetanol frente a los carburantes de origen fosil, tal y como
se expone en la Tabla 2-2 basado en informacion del IDEA.
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Proceso de produccion del biocarburante Reduccion de emisiones de gases de efecto
invernadero
Etanol de paja de trigo 87%
Etanol remolacha de azucar 61%
Etanol de madera 76%

Tabla 2-2-Reduccién de emisiones de efecto invernadero frente a los combustibles fésiles

Respecto a uso de bioetanol en vehiculos es necesario destacar, que desde el 12 de octubre de 2018
la Union Europea obligé a cambiar la nomenclatura de los surtidores afiadiendo unas etiquetas E5 Y
E10, el significado de estas es que contienen un 5% y un 10% respectivamente de etanol [17].

Aun asi también existen combustibles con un porcentaje mucho mayor de etanol, estos son los
conocidos carburantes E85 que poseen un 85% de este sustituto de los combustibles fésiles. [18] Lo que
supone un gran avance en la independencia del petréleo.

BIOFUELS 10

Figura 2-7- Gasolinera con combustibles E10 y E85 [19]

Pero no solo es utilizado como combustible, el bioetanol tiene muchos mas usos, como la generacién
de energia eléctrica y calorifica. Es el ejemplo de las calderas de bioetanol, las cuales poseen un espacio
donde se lleva a cabo la combustion y posteriormente ese mecanismo, activa un circuito que tras
calentarse hace que gire una turbina que crea electricidad. Un proceso casi idéntico al de las calderas
que utilizan combustibles fosiles o también comparables a las calderas de hidrogeno, por ejemplo, las
cuales realizan el mismo trabajo que las anteriormente citadas, pero de diferente manera. Ya que este
tipo, genera calor a bajas temperaturas. Esto se realiza debido a un proceso de combustion catalitica que
impide la formacion de sustancias toxicas y perjudiciales en la atmdsfera.

En resumen, los usos del bioetanol son variados, desde su utilizacion como carburantes de vehiculos,
como para la generacion de energia eléctrica y térmica.

2.2.3 Tipos

El proceso de obtencién de bioetanol, se basa principalmente en el aprovechamiento de materias
primas ricas en tres sustancias (almidon, celulosa y sacarosa). Las cuales mediante un proceso de
pretratamiento, hidrélisis y posterior fermentacion se consigue obtener biocombustible. En funcion de
estos tipos de sustancias, el bioetanol va a poder clasificarse en:

1. Biomasa a partir de productos ricos en almiddn: Estos tipos de biomasa procede de productos
agricolas como es el caso del maiz, trigo, cebada...

16



APROVECHAMIENTO DE LOS RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS DE LAS
PLATANERAS PARA LA PRODUCCION DE BIOETANOL

2. Biomasa a partir de productos ricos en sacarosa: al igual que los anteriores, este tipo de
biomasa procede principalmente de productos agroalimentarios como la remolacha, cafa de
azucar...

3. Biomasa a partir de productos ricos en celulosa: La principal diferencia de este tipo de
biomasa es que su obtencion es a partir de los residuos agricolas, forestales y alimentarios

Cabe destacar, que los compuestos lignocelul6sicos, son el biopolimero mas abundante en la Tierra.
Se estima que este recurso supone el 50% de la biomasa mundial

2.2.4 Generaciones de bioetanol

Uno de los dilemas éticos mas importantes a los que se enfrenta la produccién de bioetanol, cuando
se tiende a investigar, desarrollar o producir este producto es debido a su origen. El producto generado
por cultivos que podrian usarse en alimentacion tendria que ser utilizado para la obtencién de bioetanol.
Esta diferenciacion esta reglada por generaciones las cuales, actualmente estan diferenciadas en cuatro
[20].

El bioetanol o cualquier otro biocombustible de Primera Generacion, es aquel cuya produccion
procede de cultivos que podrian estar destinados a la alimentacion. Por el contrario, los de Segunda
Generacion son obtenidos a partir de biomasa que aprovecha recursos lignoceluldsicos, cultivos que no
se utilizan para la alimentacion o desperdicios de plantas o desechos forestales. También existen en
tercer lugar los biocombustibles de Tercera Generacion, que son aquellos que se desarrollan a partir de
biomasa de algas. Cabe destacar también que a dia de hoy estd en desarrollo una Cuarta Generacion
menos conocida a partir de diéxido de carbono por sintesis electroquimica, electrdlisis oxida e
hidroprocesado de petroleo.

Figura 2-8- Clasificacion de las generaciones de bioetanol [21]

La posibilidad de la utilizacién de algunos productos que se usan para la alimentacion como es el
caso de los cereales, supondria un grave problema para la poblacion en el caso de una mayor utilizacion
de estos en la creacion de biocombustibles. Ya que, como advierten algunos economistas y expertos en
un articulo de la Universidad de Barcelona [22], si el bioetanol se empieza a desarrollar a partir de
biomasa de Primera Generacion, supondria un encarecimiento de productos basicos para la poblacion.

Como solucion a este problema una posibilidad es la utilizacion de residuos (22 generacion) de la
produccidn de alimentos para la obtencion de bioetanol, como es el caso de este Trabajo de Fin de Grado.
Esta linea de investigacion planteada supondria evitar tener que llegar a ese dilema ético. Consiguiendo
de esta manera, una combinacion perfecta entre abaratar costes de la materia prima utilizada y evitar una
inflacion de productos de primera necesidad.

Como horizonte marcado por las instituciones espafiolas y europeas en los préximos afios para la
produccién de biocombustible. La UE y los Estados miembros llevan casi dos décadas tomando medidas
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(entre ellas, incentivos fiscales) para favorecer la produccion eficiente de biocombustibles. La primera
directiva sobre promocidon de biocarburantes del afio 2003.

Durante los ultimos afios ha habido muchas presiones politicas para hacer el uso de biocombustibles
mas sostenible. El hecho de que estos combustibles se produzcan, al menos en parte, a partir de materias
primas agricolas, ha producido cambios en los usos de las tierras que puedan haber generado emisiones
adicionales de CO2. Este desplazamiento de usos consiste en la creacion de cultivos energéticos (para
biocombustibles) que desplazan cultivos alimentarios que, a su vez, se crean a partir de la destruccion
de sumideros naturales de carbono (como los bosques). Aunque estos procesos son muy dificiles de
cuantificar desde un punto de vista cientifico (es dificil argumentar que un cultivo energético en Estados
Unidos pueda causar la destruccion directa de bosques tropicales en Indonesia).

Es por ello que la UE ha decidido aplicar medidas mediante un enfoque de precaucion. Asi, la nueva
Directiva 2018/2001, sobre Energias Renovables, establece una clara preferencia en relacién con la
materia prima a utilizar para la produccion de biocombustibles. El uso de residuos para la produccion de
biocombustibles es claramente preferido frente a la creacion de cultivos energéticos. Estos tltimos tienen
limitaciones, estan sujetos a certificaciones y son controlados por la Comisién por si fueran necesarias
medidas adicionales.

Los biocombustibles a partir de residuos son, por tanto, claramente favorecidos por la legislacion de
la UE que los considera biocombustibles "avanzados™ o " de segunda generacion”. Los residuos méas
utilizados serian los agricolas (evidentemente, los residuos del platano, sin conocer los detalles técnicos,
podrian ser una opcidn), los forestales y los urbanos (mediante la captacion del biogas que se desprende
de su descomposicion). Las nuevas Estrategias sobre Economia Circular, De la Granja a la Mesa y sobre
las Emisiones de Metano tienen por objetivo, entre otros, un mejor uso de recursos disponibles y seguiran
favoreciendo la produccién de biocombustibles a partir de residuos.

2.3 El apoyo de las instituciones europeas a la investigacion y desarrollo de
biocombustibles

Segun el eurodiputado Gabriel Mato, los sucesivos Programas de Investigacion de la Unidn Europea,
que tienen una duracion de siete afios, han apoyado y apoyan los esfuerzos por lograr progresos en los
ambitos de la gestion de residuos, la economia circular, la bioeconomia, una agricultura mas eficiente,
energias renovables y reduccion de emisiones de gases de efecto invernadero. El dltimo Programa de
Investigacion de la UE, el Programa Horizonte 2020, tenia una dotacion total de unos 80.000 millones
de euros durante el periodo 2013-2020. Espafia ha sido uno de los paises mas beneficiados por este
Programa gracias a los buenos proyectos presentados por nuestras empresas.

El préximo Programa de Investigacion, el Programa Horizonte Europa, estd dotado con 95.000
millones de euros para el periodo 2021-2027 y también contempla la financiacion de acciones de
investigacion en los &mbitos antes sefialados u otros similares. A eso hay que sumarle 5.000 millones de
euros para los afios 2021-2023 recogidos en el Mecanismo de Recuperacion.

2.4 El bioetanol en Espafia

El uso del bioetanol comienza a ganar fuerza en el sector espafiol de las energias, pero ain esta lejos
de conseguir lo que se esta haciendo en Francia o lo que lleva desarrollandose afios en Brasil o EEUU
(paises punteros en la fabricacién y produccién de bioetanol como biocombustible).

Segun la organizacion europea Epure, que lucha por los intereses y el apoyo al bioetanol en Europa,
existen en Espafia siete empresas que producen Bioetanol. Por otra parte, la CNMC (Comision Nacional
de los Mercados y la Competencia) solo declara cuatro 4 empresas como productoras de bioetanol en
Espafia (tres que lo obtienen en base a cereales y una que produce productos vinicolas).

En nuestro pais, segun la Asociacion Espafola del Bioetanol( BIO-E) [23], el principal problema
con el que se topan los productores y comerciantes de este producto, es la alta fiscalidad que supera a la
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de la gasolina y el diésel. Esto hace poco competitivos los precios de este biocombustible en la guerra
de los carburantes. Pero no solo eso, la BIO-E resalta el poco apoyo desde las instituciones con
reglamentos y leyes que complican el desarrollo de estos en nuestro pais. Para ello se encuentran
solicitando un proyecto de ley, donde se apoye al fabricante de vehiculos a transformar sus motores,
para asi ayudar al productor y también al distribuidor. Ademas, se encuentran instando al Gobierno de
Espafa a aprobar un plan que permita aumentar el porcentaje de bioetanol permitido en mezcla de
gasolina (ahora mismo esta regulado en un 10%).Pidiendo por tanto una mayor involucracion de las
cooperativas y la publicidad necesaria para impulsar este proyecto, segun el presidente de la BIO-E.

Una de las peticiones de la (BIO-E) al Gobierno se encuentra en trdmites y ha sido presentada al
Ministerio para la Transicion Ecologica y el Reto Demogréfica, para que asi, tengan en cuenta y se
incluya el combustible Saper bioetanol (E85) dentro de las etiquetas medioambientales ECO [24] (que
Ilevan los vehiculos hibridos, que sean o no enchufables o vehiculos que funcionan con gas) en la
siguiente actualizacién de julio de 2021, dentro del Plan de impulso de la cadena de valor de la industria
de la automocidn [25].

Actualmente existen en nuestro pais tan solo cinco gasolineras que distribuyen bioetanol. Todas
ellas declaran que el consumo de bioetanol es casi nulo. En el norte de Espafia hace algunos afios se
utilizaba el combustible E85 para los coches de rally, pero el elevado precio de este provoco el fin del
Super bioetanol en Espafia. Todas estas estaciones de servicio, poseen en sus surtidores biocombustible
E10 desde que el 1 de enero de 2020, Espafia paso a formar parte del selecto grupo de paises de la Unién
Europea que permiten un 10% de etanol en su mezcla con el combustible fosil [26].

El resto de la oferta es muy variada, dependiendo de cada estacion de servicio y se mostraran a
continuacion en la Tabla 2-3- Gasolineras con Bioetanol en Espafa.

Combustibles Provincia Municipio Empresa
E10 MADRID MADRID SHELL
E85/ E25/ E10 ASTURIAS LLANERA ASIPO
E85/E10 LA CORUNA SANTIAGO DE COMPOSTELA STAROIL
E85/E10 BARCELONA IGUALADA PETROMIRALLES
E85/E10 GUIPUZCOA SAN SEBASTIAN AVIA

Tabla 2-3- Gasolineras con Bioetanol en Espafia

2.4.1 Interés y conocimiento del bioetanol en la poblacion

No existiendo estadisticas actualizadas sobre el tema en cuestion, es el motivo que lleva a esta
investigacion a llevar a cabo una encuesta, a un grupo reducido de poblacion a modo de consulta.

Paraello el dia 16 de diciembre del afio 2020 se crea una serie de cuestiones en la plataforma Google
Forms, en donde dichas cuestiones estan relacionadas con este Trabajo de Fin de Grado La encuesta
finaliza con 480 respuestas el 16 de enero de 2021.
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El rango de edades de los participantes es el que se muestra en el grafico que aparece en la Tabla
2-4., donde los porcentajes més elevados de edades de los participantes, fueron el espectro entre 51-60
afios y 21-30 afios. Este es un resultado positivo ya que denota interés tanto en las personas adultas como
de jovenes.

RANGO DE EDADES

7 10% 3,60% 9%
’ 0

“" 27,50%
26,70% .
7

( 4
4,40%

21,70%
H6lomds MW51-60 m41-50 m31-40 m21-30 m18-20 HEmenordel8

Tabla 2-4- Gréfico de rango de edades

En particular se realizaron seis preguntas. La primera de todas, relativa a la procedencia de los
encuestados(Figura 2-9). Dicha pregunta se realiza para conocer el alcance de la encuesta.

El porqué de la separacion de las Islas Canarias con el resto de la Peninsula, es debido a la
procedencia de la materia prima empleada en este trabajo y el fin de un alcance y conocimiento de
esta investigacion en los territorios islefios. Llama la atencidén que el porcentaje de residentes
canarios que contestaron la encuesta fue bastante elevado, asi como la participacion de algunos
extranjeros.

@ Islas Canarias
@ Peninsula

Canario pero resido en la peninsula
@ Extranjero

Figura 2-9-Pregunta 1-Procedencia encuestados

La segunda pregunta de este sondeo fue la siguiente: ¢Sabe usted qué es el Bioetanol? A esta
pregunta mas de la mitad de los encuestados responde negativamente, como muestra la Figura 2-10. La
explicacion de ello, puede ser el gran desconocimiento de muchas de las energias renovables por gran
parte de la poblacion y denota una necesidad de educar e impulsar a los ciudadanos en el apoyo de este

tipo de energias limpias.

Figura 2-10- Pregunta 2 de la encuesta y grafico de respuestas

[ Kl
@® No
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En tercer lugar, se realiza la siguiente cuestion: El Bioetanol es una fuente inagotable de energia
renovable y emite un 40-80% menos de gases que provocan efecto invernadero. ¢Cree que es
importante investigar su viabilidad?

El resultado de esta pregunta, obtiene uno de los mayores porcentajes de recepcion positiva con un
94,8% de sies como se puede observar en la Figura 2-11.
@S
® No

Talvez

Figura 2-11- Pregunta 3 de la encuesta y grafico de respuestas

Tras una breve introduccién en la materia en cuestion, con la siguiente pregunta: ¢Cree que seria
interesante poner en marcha una investigacion, sobre la utilizacion de desechos naturales
procedentes de las Islas Canarias? la encuesta trata de focalizar el problema-solucion en las propias
islas, donde como se ha mencionado anteriormente es el lugar de procedencia de la materia prima
obtenida y el objetivo de inicio de trabajo a largo plazo del proyecto.

Los resultados expuestos en la Figura 2-12, exponen una abrumadora victoria del si, lo que muestra
el gran interés por una parte de la poblacion importante para la motivacion del proyecto.

®si
@ Mo

Figura 2-12-Pregunta 4 de la encuesta y grafico de respuestas

A continuacion, en cuanto a la penultima pregunta: ¢ Apostaria por el uso de este biocombustible
como sustituto del petroleo?, la incertidumbre y el desconocimiento de cierta parte de los encuestados
supuso que mas de un 28% eligiese la respuesta tal vez como su opcién mas acertada. Aun asi, el si es
una vez mas es la opcion mas elegida como se muestra en la Figura 2-13

!

@®si
@ No

Tal vez

Figura 2-13- Pregunta 5 de la encuesta y grafico de respuestas

Por ultimo, se cuestiona a los encuestados la siguiente pregunta: ¢ Cree que es importante que sea
fomentado por las instituciones publicas el uso del bioetanol?
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@ Si. es necesario
@ Mo, no debe ser una prieridad

Figura 2-14- Pregunta 6 de la encuesta y grafico de respuestas

Maés del 90% responden afirmativamente y pese a que en el comienzo de la encuesta pocos
cuestionados conocen queé es el bioetanol, esta Gltima respuesta confirma el gran interés por esta energia
y el pensamiento sobre él de cierta parte de la poblacion

Finalizado el punto 2.4.1 y analizados los resultados, se desarrolla el siguiente punto relativo al uso
de este biocombustible en la Armada Espafiola.

2.5 El Bioetanol en la Armada Espafola

La utilizacion de bioetanol como biocombustible para la impulsion de plataformas es ya una realidad
en la Armada Espafiola la cual, en febrero del afio 2020 oficializo la utilizacion de un innovador sistema
de AIP (Air Independent Propulsion) en sus nuevos submarinos de la clase S80+.

Este moderno sistema AIP, cuenta con la integracion de un elemento clave como es el reformador
de bioetanol. Este elemento es esencial para la produccién de hidrégeno puro utilizando bioetanol, ya
que ese propio hidrogeno es utilizado junto a oxigeno liquido en la pila de combustible para la generacion
de electricidad y alimentar sistemas entre los que se encuentran su motor principal. En la Figura 2-15 se
muestra un esquema del sistema de los submarinos S80 +, donde se encuentran los elementos que
componen dicho sistema y entre los que se encuentra el elemento mas caracteristico que fue citado
anteriormente (reformador de bioetanol). El esquema en si muestra el proceso de alimentacion con
etanol, oxigeno e hidrégeno el reformador, el cual genera un gas reformado que alimenta las pilas de
combustibles. Ademas se puede observar en la parte inferior del reformador una unién de este con el
eliminador de CO>, a través de un sistema de entrada y salida de agua del mar, con el objetivo de evitar
expulsar gases al medio y asi reducir la firma térmica y acustica del submarino. La discrecion es el arma
principal de un submarino.

~> Navantia

Figura 2-15-Esquema del sistema AIP de los submarinos S80+

Este sistema de tercera generacion desarrollado por Navantia, en colaboracion con la Armada
Espafiola, la multinacional espafiola especializada en los sectores de infraestructuras, energia y agua
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(Abengoa) y la empresa americana Collins Aerospace, en el proyecto BEST (Bio-Ethanol Stealth
Technology) el cual servira de propulsion para los nuevos submarinos S80+.

Entre las caracteristicas principales de este proyecto se destaca la posibilidad de aportar la capacidad
de largas inmersiones de hasta tres semanas, la posibilidad de servir para diferentes misiones, la novedad
en el aumento de rangos de inmersidn en aguas tropicales y sub-articas hasta la profundidad total, la
reduccion a niveles minimos de la firma acustica submarina y la posibilidad de operar que la clase S70.
La empresa espafiola Navantia destaca el uso del bioetanol como un punto muy positivo en estos nuevos
submarinos, debido al bajo coste de este combustible, su seguridad y el hecho de ser una fuente de
energia inagotable [27] [28].

2.6 Proceso de obtencion de bioetanol

El bioetanol es un biocombustible que se obtiene a través de la hidrolisis y fermentacion de materia
organica, este proceso previo depende de la materia organica utilizada.

Para la obtencion es necesario realizar previamente un proceso de pretratamiento, que puede ser
fisico, quimico o bioldgico. A continuacion, la materia ya pretratada, es sometida a un proceso de
hidroélisis ya sea convencional (acida o enzimatica) o no convencional(ultrasonidos), para finalmente
fermentar el licor madre obtenido, también por métodos no convencionales (ultrasonidos) o de manera
convencional y obtener bioetanol.

2.6.1 Pretratamiento

La biomasa lignocelul6sica, se compone principalmente de tres polimeros: la celulosa, hemicelulosa
y lignina, cuya composicion variard dependiendo de la biomasa utilizada [29].De estos tres componentes
anteriormente mencionados, sélo se pueden convertir en azlcares fermentables la celulosa y la
hemicelulosa.

Es por ello que existe la necesidad de realizar un proceso previo a la hidrélisis y fermentacién para
romper las moléculas de lignina que rodean la celulosa, este proceso se denomina pretratamiento.
Ademas de romper la capa de lignina que rodea la celulosa, el pretratamiento es utilizado para desunir
el polimero hemicelulésico de las moléculas de celulosa y asi con estas dos acciones posibilitan el acceso
de reactivos hidroliticos a las moléculas de celulosa [30]. En la Figura 2-16 se puede observar
ilustrativamente el proceso de pretratamiento anteriormente mencionado.

Cellulose

Lignin
-
-
L]
| . .
Amclphous Pretreatment "
Region —_— ., -
Crystalline )
Region Jz\l/ / )
emicellulose ) -

or Starch Mosier et al, 2004

Figura 2-16- Proceso de pretratamiento [30]

Existen varios metodos de pretratamiento que se pueden dividir en tres categorias: fisico, quimicoy
bioldgico, pese a que algunos investigadores también destacan un cuarto (pretratamiento fisicoquimico),
otros resaltan que es un término un poco ambiguo, por tanto, se explicaran los tres destacados.
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2.6.1.1 Pretratamiento fisico:

A traves de los pretratamientos fisicos, se puede aumentar el tamafio de los poros de la biomasa y el
area superficial del material, asi como reducir la cristalinidad y el grado de polimerizacion de la celulosa.
Existen a su vez dentro de los pretratamientos fisicos diferentes métodos, como pueden ser: fresado,
extrusion mecanica, ozondlisis, pirolisis y sonicacion. Para el desarrollo de esta investigacion se ha
empleado una técnica de pretratamiento con ultrasonidos, mediante el empleo de un sonicador [31].

El pretratamiento fisico por sonicacion, es un proceso que proporciona energia en forma de ondas
sonoras. En acustica, un ultrasonido es aquel que supera los 20 kHz [32]. Es caracteristico de este
proceso, que solo los ultrasonidos tienen el suficiente poder energético para ser utilizados en procesos
de pretratamiento de biomasa. En particular para la realizacion de este trabajo, se ha empleado en el
pretratamiento una bocina sonica, formada por una varilla metalica que oscila en vertical a una
frecuencia de 20 kHz en el interior de un vaso de precipitado.

El pretratamiento fisico por sonicacién provoca diferentes efectos en las particulas de la biomasa y
provocan la homolosis, de los enlaces de lignina-carbohidratos para eliminar lignina y hemicelulosa y
aislar celulosa. Para empezar, este proceso produce un ciclo rapido de presion, el cual altera la
morfologia de las particulas de la biomasa lignocelulésica, que se encuentran mezcladas con NaOH.
Este fendmeno se produce debido a la formacion de burbujas, que colapsan con la mezcla solido-liquido
generando por tanto chorros de liquido que fragmentan, a través de microfracturas, las particulas y
aumentan el area de la superficie. Estas microrroturas y el aumento superficial producen la eliminacion
de las uniones débiles y aumenta la posibilidad de accion de enzimas hidroliticas que van a facilitar la
fermentacion de azUcares [33]- [34].

En cuanto a las burbujas que anteriormente se mencionan, son parte de un proceso denominado
cavitacion que esta asociado a la sonicacion la cual provoca la ruptura de enlaces de los polimeros. La
diferencia principal entre este pretratamiento y otros y por qué se ha utilizado es sobre todo debido a que
la sonicacion no altera la composicién quimica de la biomasa lignoceluldsica y los cambios estructurales
dependen de la energia de sonicacion y del tiempo.

A continuacion, se exponen algunos ejemplos de aplicacién de pretratamiento en diferentes
biomasas, donde también aparece los ajustes de sonicacion y los resultados obtenidos en otras
investigaciones.

Aplicacion Biomasa Ajustes de Resultados Referencia
sonicacion
_ Eliminacion de la lignina 'y
Pretratamiento Madera 20-25 kHz hemicelulosa [35]
Residuos de Eliminacién de la lignina y
Pretratamiento ceboalcii\?odel 50-60 kHz hemicelulosa [33]

) La accesibilidad a la celulosa
Fibra celulosa

Pretratamiento : 23-25 kHz aumento sin mucho cambio en la [36]
del eucaliptus
estructura

La sonicacion a gran amplitud
. Residuos del durante120 s redujo el tamafio de
Pretratamiento maiz(hojas) 20 kHz las particulas en 20 veces y

aumento el azlcar total

[37]

Tabla 2-5-Tabla comparativa de pretratamientos por sonicacion de diferentes biomasas [38]
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Teniendo en cuenta que la materia prima principalmente utilizada en este trabajo es la hoja de
platano (residuo, al igual que el ejemplo de la Tabla 2-5) se escoge pretratar a una frecuencia de 20 kHz
por ultrasonidos.

2.6.1.2 Pretratamiento quimico

Shuvashish Behera y colaboradores, expusieron en un estudio titulado “Importance of chemical
pretreatment for bioconversion of lignocellulosic biomass” [39], que el pretratamiento quimico se ha
convertido en uno de los métodos méas importantes para mejorar la eliminacién de lignina y hemicelulosa
y disminuir el grado de polimerizacion y cristalinidad. En sus escritos, destacan que los productos
quimicos que van desde agentes oxidantes, &lcalis, &cidos y sales se pueden utilizar para degradar la
lignina, hemicelulosa y celulosa de los desechos lignocelulésicos. Acidos organicos como &cido oxalico,
acido acetilsalicilico y acido salicilico también se pueden utilizar como catalizador, mientras que una
mezcla organica o acuosa de disolvente organico con &cidos inorganicos, como el HCI, también se
podrian utilizar para romper los enlaces internos de lignina y hemicelulosa

2.6.1.3 Pretratamiento biologico

La gran ventaja de los pretratamientos bioldgicos es que a diferencia de los fisicos y quimicos el
material utilizado es menos costoso, se consume menos energia y por tanto es mas respetuoso con el
medio ambiente. Sin embargo, este tipo requiere de microorganismos vivos para el proceso, unos
microorganismos que poseen capacidades celuloliticas. Estos microorganismos son la podredumbre
blanca y la suave y los hongos marrones, cuyas habilidades, para la eliminacién de lignina y
hemicelulosa sin casi efecto sobre la celulosa, son bien conocidas [40].

Tras explicar los tres tipos de pretratamiento existentes, se recogen la Tabla 2-6, las ventajas y
desventajas de dichos procesos.

Pretratamiento Ventajas Desventajas
-Aumento del area de superficie de la biomasa

y €l tamaio de los poros -Intensidad energética requerida

S8l -No requiere quimicos muy elevada.
-Reduce la cristalinidad de la celulosa
-Menor cantidad de acido requerido. -Corrosivo
-Proceso eficiente (poca temperatura -Formacion de inhibidores en la
Quimico requerida) fermentacion
-Baja formacion de inhibidores -Poco efectivo en biomasas
lignocelulosicas
-No creacion de inhibidores
Biolsgico -No necesidad dc_e quimicas o0 duras -Muy lento
condiciones -Necesidad de microorganismos

-Bajo requerimiento de energia
Tabla 2-6-Ventajas y desventajas de los diferentes tipos de pretratamiento.
Existen varias formas de analizar el proceso de hidrolisis y fermentacion, con el fin dltimo de la
obtencion de etanol. Es por ello que se realiza un anélisis de las posibles vias de estudio experimental

del hidrolisis y posteriormente se analizaran las dos posibles vias para realizar el proceso de
fermentacion.
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2.6.2 Hidrdlisis

La palabra hidrolisis procede del griego hydor-(agua) y —lysis (disolucion). Segun la Real Academia
de la lengua espafiola, este proceso es el desdoblamiento de una molécula por la accion del agua. La
hidrolisis es, por tanto, una reaccion quimica acido-base en donde el agua interactia con un ién
rompiendo el enlace de otra molécula. Con este proceso se consigue que altere el pH. Existen dos tipos
de hidrolisis principales: enzimatica y acida. Los procesos de hidrolisis a estudiar pueden ser tanto
convencionales como no convencionales y son los siguientes:

2.6.2.1 Convencional

Hidrolisis enzimatica: Las enzimas son normalmente proteinas con un elevado peso molecular que
suele funcionar como verséatiles y muy efectivos catalizadores bioldgicos. La celulosa puede ser
hidrolizada con unas enzimas especificas. Los principales factores a tener en cuenta en la hidrolisis
enzimatica son: la calidad y concentracion del sustrato, la actividad enzimatica, el pretratamiento
aplicado y las condiciones de pH y temperatura. La temperatura 6ptima para ello son 40-50 °C y un pH
entre 4-5 [41]. Se realiza un esquema que se expone en la Figura 2-18- Transformacion de celulosa en
glucosa usando hidrolisis enzimatica.

Hidrolisis acida: este proceso lo que consigue es hidrolizar en un medio &cido la celulosa en glucosa,
estos enlaces glucosidicos de la cadena molecular de la celulosa se separan con la adicion de moléculas
de agua [42]. La hidrolisis acida de celulosa produce la formacion de complejos acidos, este proceso
ocurre después de la destruccion de la estructura cristalina tras la disolucién en &cido. Por tanto, podemos
resumirlo en el siguiente orden, Celulosa- complejo acido- oligosacaridos- glucosa. Los complejos
acidos que se suelen utilizar son: acido sulfurico, acido clorhidrico, acido fosforico y acido nitrico [43]
[44]. Como en la hidrdlisis anterior se realiza un esquema explicativo del proceso en la Figura 2-17.

Parametros Hidrolisis acida Hidrolisis enzimética
Tiempo CORTO LARGO
Coste BAJO ALTO
Temperatura ALTA LIGERA
Inhibicion del producto NO Sl
Rendimiento del aztcar BAJO ALTO
Corrosioén de los equipos Sl NO
Subproductos no deseados S NO

Tabla 2-7-Tabla comparativa de parametros entre diferentes hidrdlisis [45]

2.6.2.2 Por ultrasonidos

Hidrolisis enzimatica: Los efectos de los ultrasonidos en las enzimas por las fluctuaciones de presion
pueden perturbar la molécula enzimética. El tamafio de estas, puede afectar en el como es influenciado
por la sonicacion. Este proceso tiene pros y contras. Como positivo, segun los cientificos este proceso
es bueno en ciertas enzimas, pero también tiene su parte mala ya que este proceso puede dafiar la enzima
sobre todo si la temperatura no se controla. Se ha demostrado, que este proceso puede ser utilizado en la
produccidn de bioetanol a partir de biomasa lignocelulosa. El uso de la sonicacién puede llegar a reducir
los costes, reduciendo casi en un 50 % las células necesarias. La hidrdlisis enzimética a 50 °C puede
despolimerizar celulosa en glucosa en apenas 12 horas [46] [38].

Hidrolisis &cida: Este tipo se basa en un catalizador de acido inorganico [47] que se utiliza para
hidrolizar los enlaces de éter. En cuanto al acido a utilizar, se suele trabajar mas con &cido sulfarico
diluido porque es menos corrosivo para los equipamientos que el &cido clorhidrico. El &cido sulfurico
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diluido necesita temperaturas mayores de 100 °C. El proceso de hidrdlisis acida por ultrasonidos,
depende mucho de dos factores muy importantes para el proceso, la concentracion de masa y la duracién
de la sonicacion. Las condiciones Optimas para este proceso es una concentracion de acido del 2 % y un
tiempo de sonicacion de 45 min. Segun un estudio que realiza hidrolisis &cida, el proceso de sonicacion
a 80 °C usando un 10 % de acido sulfurico, cede aproximadamente 32 g de glucosa por cada 100 g de
paja en unos 50 minutos [38].

El tratamiento de hidrolisis &cida se utiliza principalmente para eliminar los dominios amorfos en la
celulosa y dejar dominios mayoritariamente cristalinos, como nanocristales de celulosa para
transformacion de las cadenas de polisacaridos en azUcares. Para este proceso se utiliza H2SO4, ya que
es el mas eficaz [48].

| Celulosa |
(IT:H20H CHQOH CH.ZOH CHZOH
H. (o] H (o] H/s 0 H/ 0
o | H \0 \ H 0 H [} H .\\o
~JN\eH HAqy OH OH HAy O NoH HA
H OH H OH H OH H OH
‘ A.C-idO(HgSO4) ‘
CH,OH
H~ 0. OH
H
N h
OH
| Glucosa |

Figura 2-17- Transformacion de celulosa en glucosa usando hidrolisis acida [49]

| Celulosa
CH20H CH ,OH CHZOH CH20H
—0 —0,

\I\OHH/ \NM_?/J‘\ oH HA\ oHHH
H H
CH,OH
H” 0. OH
H
HONCH Y/ H

OH

| Glucosa |

Figura 2-18- Transformacion de celulosa en glucosa usando hidrolisis enzimatica [42]

A modo de esquema se expone la Figura 2-19, donde se resume el proceso que se ha ido describiendo
anteriormente. Mostrando el esquema, en primer lugar, la biomasa formada por celulosa, lignina y
hemicelulosa, la cual tras un proceso de pretratamiento se disgrega. Finalizado el pretratamiento y los
componentes de la biomasa desunidos, se da paso a la hidrolisis. Tras este proceso, se dividira el residuo
en liquido hidrolizado (que posteriormente sera utilizado para la fermentacion) y residuo sélido

27



GUILLERMO FERRAZ LLAMAS
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Figura 2-19- Resumen grafico de los procesos de pretratamiento e hidrdlisis [50]

2.6.3 Fermentacion

La fermentacion es el proceso por el cual los azlcares que se obtienen por enzimas de
microorganismos se descomponen. Cabe destacar que del mismo modo que ocurre con la hidrolisis, se
pueden diferenciar técnicas convencionales y técnicas no convencionales como es la fermentacion por
ultrasonidos. Aunque también, existe otra diferenciacién de técnicas de fermentacion. Existen
principalmente 2 las SSF (simultaneous saccharification and fermentation) y las SHF (separate
hydrolysis and fermentation), siendo la escogida la SHF y es la que se expone y diferencia a
continuacion:

2.6.3.1 SHF Convencional

La fermentacion convencional de etanol es un tipo de fermentacién en el cual las moléculas de
azucares se descomponen por levaduras en alcohol y CO, para la produccion de etanol (Figura 2-20) .

El departamento de Microbiologia de la Universidad Mahari-shi Dayanand, Rohtak, India, realiz6
hace unos afios una fermentacion del hidrolizado enzimético de residuos del platano pretratados con
acido y S.cerevisiae. La fermentacion se realiz6 utilizando una concentracion inicial de azucares
reductora de 40 g/L de azlcares a, 150 rpm y 30 °C durante 30 h y se estimé la produccion de etanol
cada 6 h. EI medio de fermentacion se esterilizé en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, enfriado e
inoculado con un cultivo de semillas de 24 h de S. cerevisiae. [51]. Este es un proceso tradicional y muy
conocido, pero tiene otros competidores con muchas mejoras y novedades, que abaratan costes,
aumentan rendimientos, concentraciones finales, etc.

2.6.3.2 SHF Por ultrasonidos

Este proceso, ha sido estudiado por el Royal Society of Chemistry [52] y consiguieron estudiar dos
enfoques diferentes. EI primero la sonicacién de células de microbios y el segundo con una sonicacién
intermitente de la mezcla fermentada durante el periodo de fermentacion.

Este proceso de fermentacién por ultrasonidos depende de cinco parametros: el tiempo de
fermentacion (de 30-360 min), la temperatura (de 30-50°C), la carga de solido(2.5-15%w/v), el pH y la
concentracion de levadura que sigue la siguiente férmula:

Cbioetanol

Rendimiento(%) = * 100 .
0,51+fcelulosaxCSustratox*1,111
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Donde la C Bioetanol (g/L) es la concentracion méaxima de etanol al final de la fermentacion, f de
celulosa es la fraccion celulosa en la biomasa pretratada y C Sustrato es la concentracion de sustrato al
comienzo de SSF.0,51es el factor de conversion de glucosa en etanol y 1,11= factor de conversion para
la deshidratacion en la polimerizacién a la glucosa.

Los resultados obtenidos en la investigacion, concluyeron que la concentracion final de etanol y de
masa celular obtenida con la sonicacion fue un 10% superior a la obtenida con agitacion mecanica.

Pero no solo ese estudio ha destacado los amplios beneficios de la fermentacion por ultrasonidos,
otro estudio también destaca una gran mejora de la fermentacion de la glucosa por parte de S. cerevisiae
para producir etanol en condiciones de sonicacion suaves. Esta fermentacion que muestra el estudio, se
Ilevo a cabo en un bafio de ultrasonidos a una frecuencia de 40 kHz y una potencia tetrica de 120 W
[53].

‘ Glucosa ‘
CH,OH
H/—0.0H
oH H

HO H
H OH

ﬂ Saccharomyces

‘ Didxido de carbono

Figura 2-20-Transformacién de glucosa en etanol

En base a lo anteriormente expuesto y explicado, se realiza el desarrollo y posterior analisis de
resultados. Los métodos seleccionados en sucesivos apartados, se basan en la informacion relativa al
Estado del Arte, tras un planteamiento de cuales son los mejores procesos a elegir basando la eleccion
en la materia prima, tiempo y material disponible.
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3 DESARROLLO DEL TFG

En este apartado se expondra la metodologia llevaba a cabo en la realizacion de los ensayos, asi
como los métodos de analisis para caracterizar los productos obtenidos y diferentes fases del trabajo
experimental en esta investigacion.

En primer lugar, se describira la metodologia empleada en este trabajo, para a continuacion, entrar
en la fase experimental: Se detallara el pretratamiento realizado con la materia prima empleada, la fase
de hidrolisis, un apartado de caracterizacion de licores y otro relativo a la fermentacion. asi como un
apartado de andlisis termogravrimétrico.

3.1 Metodologia

Tras la obtencion de la materia prima (Musa paradisiaca) procedente de una finca de platanos en la
Isla de La Palma y tras su secado en el exterior, se transporta al laboratorio, donde se inicié una fase de
triturado para facilitar el trabajo y tratamiento del residuo. El resultado previo y posterior del triturado
de la materia prima aparece expuesto en la Figura 3-1.

Figura 3-1- Hojas y cortezas secas y trituradas

Tras la trituracion de la materia prima, se comienza la primera gran parte, de las tres existentes
(pretratamiento, hidrdlisis y fermentacidn) del proceso: el pretratamiento. Este, se realiza juntando los
residuos lignocelulésicos secos Y triturados con NaOH y sometiéndose a un proceso de pretratamiento
con ultrasonidos.

A continuacion de la sonicacion, se realiza un filtrado en vacio y continuo lavado para reducir el pH
bésico de la mezcla de residuo con hidréxido de sodio buscando que sea neutro, ya que mas tarde este
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sera mezclado con acido. Posteriormente, se seca el residuo lavado y se sigue trabajando con este siempre
que su humedad esté por debajo del 10 %.

Tras ello, se realiza la hidrdlisis acida. Sometiendo a continuacién, el sub-residuo a altas presiones
y un posterior centrifugado y asi poder extraer liquido. El solido restante se emplea para el estudio de la
capacidad calorifica del residuo pretratado e hidrolizado. Con el liquido se podréa estudiar la absorbancia
y concentracion de azucares, ademas con este se realizard mas adelante la fermentacion y destilacion de
alcohol.

Toda esta metodologia que se desarrolla mas profundamente a continuacion, viene esquematizada
es la Figura 3-2.

! Materia prima

Trituracion materia
prima y adiccion de
NaOH Pretratamiento por

ultrasonidos del conjunto )
anterior Filtrado y lavado

Residuo Sdlido

A —
l Secado

[ Hidrdlisis acida

Autoclave y
centrifugado

. LiQuib
l SOLIDO eI

Fermentacion

e

l Estudio poder calorifico
Destilacion

>

l OBTENCION BIOETANOL

Determinacion de
azlcares
reductres (DNS)

Figura 3-2- Resumen metodologia del proceso

3.2 Pretratamiento por ultrasonidos

La finalidad principal de este proceso es la desunion de la lignina y hemicelulosa de la celulosa. El
pretratamiento elegido en este trabajo es el pretratamiento fisico por ultrasonidos. Para poder realizar
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este proceso, son necesarias una serie de acciones previas como la trituracion y la preparacion de
disoluciones NaOH.

Trituracion

Como se explica anteriormente, antes de llegar a la primera parte de este proceso, es necesario hacer
ciertos procesos anteriores. Es el caso de la trituracion de hojas de platano, las cuales son transformadas
en particulas de menos de 1 mm de longitud.

Este proceso se realiza en primer lugar cortando con tijeras las hojas en tiras, de una longitud
aproximada de 10 cm, y una anchura de aproximadamente la mitad. Este corte inicial se realiza debido
a las dimensiones de la trituradora donde fue cortado el residuo. Fueron necesarios varios procesos de
triturado para que el residuo quedase de la manera esperada y citada en el parrafo anterior. Como se
muestra en la Figura 3-3.

Figura 3-3- Residuo cortado (figura de la izquierda) y residuo triturado (figura de la derecha)

Tras la finalizacion de este proceso y con este residuo ya preparado para poder trabajar se continla
al siguiente paso del desarrollo.

Preparacion de disoluciones NaOH

Para la preparacion de estas disoluciones de NaOH y estudiar cual era la mas adecuada para el
objetivo final, se realizaron tres disoluciones con diferentes porcentajes en peso de hidrdxido, al 1 %, 2
% y 3 %. para analizar su influencia en el proceso del tratamiento.

El motivo de la utilizacion de hidroxido de sodio para realizar el pretratamiento, se basa en que
varios estudios han destacado que favorece el proceso de sonicacion [54]. Algunos resultados de las
investigaciones, en los que se basa esta afirmacion se muestran en la Tabla 3-1.

Material Resultados Referencia
Eliminacion del 75 % de lignina
Cafia de azucar y recuperacion de la celulosa al [55]
99 %

Mas de 9 % de la hemicelulosa
Paja de trigo extraida en comparacion con un [56]
proceso no sonicado

Eliminacién del 96 % de la
Madera de alamo ligninay el 75 % de la [57]
hemicelulosa

Eliminacién del 46 % de la

lignina [58]

Rastrojos de maiz

Tabla 3-1- Tabla comparativa de los resultados obtenidos en la sonicacién con NaOH de diferentes
investigaciones
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La disolucion se realiza en un equipo de mezclado y girado de la marca DAIHAN Scientific como se
observa en la Figura 3-4.

Figura 3-4- Vaso de precipitado con la disolucidn girando (figura izquierda) y disolucion NaOH 1% y envase
con perlas de NaOH (figura derecha)

3.2.1 Caracterizacion de la materia prima

Una parte importante del proceso de caracterizacion de la materia prima util es el célculo del
porcentaje de celulosa en la hoja, el cual sera realizado mediante el método de Van Soest Wine [59]

Para ello se toma 1 g de muestra y se seca en una estufa a 105 °C durante 8 horas. Tras el secado, se
pesa y se le afiade a la muestra 15 ml de C2H4O.y 1,5 ml de HNO3s concentrado.

A continuacion, se realiza un montaje de reflujo (Figura 3-5) donde se introduce la mezcla a 40 °C
un tiempo de 20 minutos. Este montaje se realiza para mantener la reaccién con una temperatura
constante y por tanto se evita la pérdida de disolvente. Esta pérdida se consigue obviar ya que el liquido
se evapora y se condensa por el refrigerante del reflujo, retornando este al matraz. Finalizados los 20
minutos se filtra dicha mezcla, siendo lavada con etanol y se vuelve a secar en la estufa a 105 °C durante
24 horas.

Figura 3-5 Montaje de reflujo

Para finalizar y tras el secado, la muestra sélida es introducida en una mufla, donde se incinera a
504 °C durante 3 horas y finalmente se realiza el siguiente calculo.

Masa después de secado — (Masa incinerada — Masa de filtro) 100

Yocelulosa = Masa inicial
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3.2.2 Tratamiento con sonicador

Para este proceso, se han empleado 4g de residuo lignocelulésico y 40 ml de NaOH, para asi realizar
esta mezcla en una ratio 1:10 (peso-volumen). Este transcurso se ha repetido en varias ocasiones, con
diferentes tiempos y con diferentes porcentajes de NaOH para, como mas adelante se demostrara, elegir
el mejor de todos los procesos.

Para el pretratamiento, se emplea un método no convencional por ultrasonidos. Para ello se utiliza
un sonicador “BADELIN SONOPLUS ”( Figura 3-7), que emite ultrasonidos en una frecuencia de 20
kHz; el cual se empleara seleccionando una amplitud del 50 % de la méxima permitida y el tiempo
requerido para cada una de las muestras; variando dependiendo del porcentaje de hidroxido de sodio y
el tiempo de sonicacion la energia utilizada. Este proceso, se realiza con el equipo que se muestra a la
derecha de la Figura 3-7Figura 3-6, que esta compuesta por un generador de altas frecuencias, un
transductor de ultrasonidos que posee un sistema de oscilacion ultrasénico con una bocina de refuerzo y
una varilla(sonotrodo). El residuo tras ser mezclado e introducido en un vaso de precipitado se ajusta la
posicidn, para que la varilla quede en su interior y se ajusta el parametro del tiempo en la unidad principal
de la maquina con una limitacion de la sonda, la cual no puede ser utilizada para volumenes mayores a
50 ml. El esquema del proceso se muestra en la Figura 3-6.

Transductor

Bocinz de |

Sonotrodo

Generador de
ultrasonidos

Figura 3-7- BADELIN SONOPLUS y esquema de su composicién

En la Tabla 3-2, se muestran las catorce experiencias realizadas con diferentes porcentajes de NaOH
y diferentes tiempos de sonicacién. Mostrandose también la energia empleada en cada proceso.
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Experiencia % NaOH Tiempo Energia(KJ)

1 1 20 29789
2 2 20 32415
3 1 25 42661
4 1 30 47819
5 1 30 51026
6 1 40 68462
7 3 20 44589
8 3 30 52796
9 1 15 34132
10 1 20 29905
11 1 20 34538
12 1 20 33436
13 1 20 32991
14 1 20 32835

Tabla 3-2 Tabla de experiencias

Tras la finalizacion del pretratamiento por ultrasonidos, habiendo conseguido romper la capa de
lignina que rodea la celulosa y desunido el polimero hemicelulésico de las moléculas de celulosa, se
realiza un siguiente proceso necesario para el fin deseado como es la hidrolisis acida convencional.

3.3 Hidrolisis &cida

Finalizado el pretratamiento por ultrasonidos, para la continuacion del desarrollo del proceso de
obtencion de bioetanol y antes de pasar al siguiente gran proceso (la hidrdlisis acida), es necesario pasar,
como se establece en la Figura 3-2, en primer lugar por el filtrado y lavado de residuo lignocelulésico

sonicado. ElI método seleccionado para este estudio es el de hidroélisis &cida convencional, debido
principalmente a la ventaja de tiempo frente a la enzimatica.

Para el filtrado, se realizd un montaje de filtracion a vacio como el que se presenta en la Figura 3-8.
Una vez finalizado este proceso, se procede al lavado de la muestra para eliminar los residuos de
hidroxido sodico que pueda contener, El lavado se realiza hasta obtener pH 7 en el liquido de lavado.

De media fueron necesarios unos 20 lavados para conseguir reducir el pH a 7. Los primeros 15
lavados se realizan con agua corriente y los tltimos con agua destilada. Al finalizar cada lavado, se vierte
parte del liquido obtenido en un vaso de precipitado para poder medir el pH. Este proceso se repite hasta
que el medidor de pH marque 7.
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Figura 3-8 -Montaje de filtrado por vacio (figura de la izquierda) y herramienta para medir el pH marcando 7
(figura de la derecha)

Tras la finalizacion del proceso de filtrado y lavado previo, se lleva a cabo el secado del residuo
solido obtenido en una estufa a una temperatura de 60 °C durante 14 horas. Después de completar el
secado del residuo, se mide el porcentaje de humedad que tiene para comprobar que tenga un valor
inferior al 10 %.

Para llevar a cabo la hidroélisis se mezcla el residuo sélido con &cido sulfdrico al 1,5% en peso en
una proporcion 1:10 (peso solido: volumen de acido). En un matraz Erlenmeyer; se tapa con un tapén
de celulosa y se recubre con papel de aluminio. A continuacion, se introduce en un autoclave eléctrico
“MED 20”(Un autoclave es un recipiente metalico de paredes gruesas con cierre hermético, que permite
trabajar con vapor de agua a alta presion y alta temperatura [60]); se ajusta la temperatura de este a 121
°C durante 50 minutos.

Figura 3-9- Proceso de hidrolisis

Una vez finalizada la hidrolisis, es necesario separar el licor madre obtenido, que contiene los
azucares hidrolizados, del residuo sélido. Este proceso se lleva a cabo en una centrifugadora, que
trabajara durante 12 minutos a 4000 rpm. Una vez pasado ese tiempo se recoge el liquido sobrenadante
que se utilizara para determinar la concentracién de azucares reductores y el sélido se lava y se seca para
proceder a su analisis termogravimétrico. Este proceso se resume graficamente en la Figura 3-9.
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3.4 Analisis termogravimetrico

El objeto de este andlisis es el estudio del residuo solido después de la hidrdlisis con el fin de
comprobar su validez para la generacion de energia térmica. Para ello toma una muestra de residuo
solido pretratado, hidrolizado y previamente secado, en una capsula, y se pesa para conocer la cantidad
de materia inicial. Posteriormente se introduce en un equipo “Labsys Evo 1150 ”(Figura 3-10) y se
somete a un ciclo de trabajo, el cual tiene una primera fase de estabilizacion durante 6 minutos a una
temperatura de 27,8 °C. Tras ese tiempo, aumenta la temperatura a la que se ve sometida la muestra a
razon de 10 °C/min hasta una temperatura final de 698 °C. Tras ello se espera al enfriamiento del solido
y a la disminucién de la presion a la que se ve sometida la muestra, para posteriormente estudiar el
porcentaje de pérdida del sélido durante el proceso.

Figura 3-10- Equipo Labsys Evo 1150

3.5 Medicion de azucares reductores

Obtenido el liquido madre tras la hidrolisis, se procede a la caracterizacion del liquido. Esta
caracterizacion, consiste en un proceso de medicion y comparacién de los azlcares que componen el
liqguido madre y para ello se realiza el método del DNS.

3.5.1 Método del DNS

El método DNS es una técnica colorimétrica basada en una reaccion redox que ocurre entre el DNS
y los azucares reductores presentes en la muestra, ya que en presencia de azUcares reductores el 3,5-
dinitrosalicilico es reducido a 3,5-aminosalicilato, como se muestra en el esquema realizado en la Figura
3-11. Seguido de la determinacion espectrofotometrica a 540nm de los azucares reductores. Esta técnica,
sirve para cuantificar los azucares reductores producidos para cuantificar los productos de una reaccion
enzimatica [61].
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A __OCH + azucar - L on | +azicar
[C ) reductor ( | oxidado
Onl ~ MO, M ~ NH;
3,5-dinitrosalicilato 3,5-diaminosalicilato( parde, Amax: 540nm)

Figura 3-11 Reaccion DNS [62]

Previo a la realizacién del método, es necesario la preparacion del reactivo DNS. Para ello se
toman 0,8 g de NaOH y se le afiaden 20 ml de agua en un vaso de precipitado. En agitacion, se le afiaden
lentamente (para evitar apelmazamientos) 15 g de Tartrato de sodio-potasio, para a continuacion afadir
agua hasta los 40 ml.

A la mezcla obtenida y con el Tartrato disuelto, se afiade lentamente en agitacion 0,5 g de acido
3,5 dinitrosalicilico y se deja agitando aproximadamente unas 15 horas. Tras ello, se filtra la mezcla 'y
se vierte el liquido filtrado en un matraz aforado y se enrasa 50 ml.

3.5.2 Recta de calibrado

Habiéndose obtenido el reactivo, se realiza la recta de calibrado de aztcares con el fin de determinar
la concentracion de azucares reductores en los diferentes ensayos. Para ello, es necesario realizar
disoluciones de diferete concentracion de glucosa (ya que la estructura basica del azlcar es la glucosa y
se transforma celulosa en glucosa), en un rango de concentraciones desde el valor O hasta el 1,75. Para
la realizacion de dicho célculo se construyo la Tabla 3-3.

Volumen de

Orden glucosa Volumen de agua Absorbancia
0 0ml 8,75 ml 0
0,25 1,25 ml 7,5 ml 0,079
0,5 2,5 ml 6,25 ml 0,167
0,75 3,75 ml 5ml 0,253
1 5mi 3,75 ml 0,448
1,25 6,25 ml 2,5ml 0,528
15 7,5 ml 1,25 mi 0,611
1,75 8,75 ml 0Oml 0,764

Tabla 3-3 Célculo de la recta de calibrado

Finalizadas las diferentes disoluciones arriba expuestas en la Tabla 3-3, se dividen las muestras en
tubos de ensayos. A continuacion, se mezclan dichas disoluciones con un agitador de tubos de ensayo
“Vortex Stirrer LBX 05 Series” para posteriormente realizar un bafo de arena a 100 °C durante 5 minutos
en el termo-reactor “Lovibond Thermoreactor ET 125" Finalizado el bafio de arena, se dejan enfriar 12
minutos y una vez frios se afiade 5 ml de agua. Posteriormente se dividen en capsulas de plastico que
son introducidas una a una en el espectrofotémetro que realiza un analisis con una longitud de onda de
540 nm; para conocer la absorbancia de cada mezcla. Todo este proceso se encuentra fotografiado en la
Figura 3-12.
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Figura 3-12- Proceso calculo de la recta de calibrado

A continuacién del calculo de la recta de calibrado, se realiza una representacion grafica como se
puede observar en la Figura 3-13.Siendo el eje abscisas la concentracion y el eje de ordenadas la
absorbancia.

y=04262x« RECTA CALIBRADO
08 R =0,9842
0.8
0.7
0.6
0,5
0.4
0,3
0,2
0.1
0 0,5 1 1,5 2

Figura 3-13 Representacién de la recta de calibrado

3.5.3 Calculo de la absorbancia de una muestra

Obtenido el licor madre tras los procesos de hidrdlisis y centrifugado anteriormente explicados, se
preparan dos muestras para el calculo de la absorbancia del licor. Una de las muestras, se denomina
blanco y se utiliza para servir de referencia al espectrofotometro a la hora del calculo. La otra muestra
es el propio licor madre.

La primera muestra (blanco) se compone de 0,5 ml de DNS y 0,5 ml de agua, mientras que la
segunda muestra, esta formada por 0,5 ml de DNS y 0,5 ml de licor madre. Ambas son introducidas en
sus respectivos tubos de ensayo, los cuales son sometidos a un bafio de arena de 100 °C durante 5
minutos. Se dejan enfriar y se introducen 5 ml de agua en cada tubo, tras ello, son llevados a un agitador
y se introducen las mezclas en cubetas para finalmente ser medida la absorbancia de la mezcla (licor
madre+ agua+ DNS) en el espectrofotometro.

3.6 Fermentacion

Una vez obtenido y caracterizado el licor madre, las muestras con mayor concentracion de azucares,
se someten a un proceso de fermentacion para obtener bioetanol, es. Se decide utilizar tanto un método
convencional como uno no convencional (ultrasonidos) para realizar la fermentacion. Para la realizacion
de estos, es necesario previamente la preparacion del medio indculo y del concentrado de nutrientes,
cuya metodologia se explica a continuacion:
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Preparacion Medio In6culo

La fermentacion inoculada, es aquella que se ayuda de levaduras comerciales seleccionadas y
cultivadas en el laboratorio. Este proceso se realiza para conseguir un ahorro de tiempo, que se traduce
a su vez en ahorro de dinero y optimizacion del proceso [63]. El fin de este método dentro de la
fermentacidn es que los microorganismos existentes en la levadura se reproduzcan mediante el uso de
glucosa afiadida.

En cuanto a la metodologia de la preparacion de medio inoculo: En primer lugar, se disuelven en 50
ml de agua, 3 g de glucosa, 2 g de peptona y 1 g de extracto de levadura, siendo enrasada posteriormente
dicha mezcla a 100 mL. A continuacion, se coloca la mezcla en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, que
posteriormente es tapado con un tapon de celulosa y recubierto por papel de aluminio para finalmente
ser introducido en el autoclave donde se esteriliza a 121 °C durante 15 minutos. Finalizado este tiempo
y dejando un margen para que la mezcla se enfrie, se afiade 1g de levadura fresca en el liquido y se deja
24 h en la incubadora “OVAN " a una temperatura de 30 °C girando a 120 rpm. En la Figura 3-14 se
resume el proceso graficamente.

Figura 3-14- Esquema preparacién medio inéculo. Glucosa, peptona y extracto de levadura (imagen de la
izquierda), autoclave “Med 20” (imagen central) e incubadora “OVAN Cienytech” con mezcla inocula (imagen de la
derecha)

Preparacion Concentrado de Nutrientes

Tras la preparacion del medio indculo es necesario la creacion de un concentrado de nutrientes
para gque se produzca la fermentacién. Para ello es necesario disolver, ahora en 20 ml de agua, 15 g de
peptona y 7,5 g de extracto de levadura y enrasar la mezcla hasta 50 ml. Posteriormente se vierte la
mezcla en otro matraz Erlenmeyer.

Post preparacion del medio in6culo y concentrado de nutrientes

Acabada la preparacion de los dos compuestos anteriores, se introduce el licor madre en un
matraz Erlenmeyer y se realiza la neutralizacion. Este proceso se realiza para ajustar el pH del liquido,
ya que tras la realizacion de la hidrolisis acida el pH se queda en torno a 0,5-2. Para poder aumentar
dicho parametro en un valor aproximado entre 4-5 es necesario afiadir hidroxido de sodio.

Al terminar la neutralizacidn, se afiade al licor madre un volumen de medio indculo preparado
igual a un 10 % del volumen total del licor madre obtenido. Por otro lado, en cuanto al concentrado de
nutrientes, se introduce el volumen total de licor madre entre 15.
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Finalmente, se tapan los matraces con un sistema air-lock y se introducen en la incubadora a una
temperatura de 30 °C durante 24 horas y agitando a 150 rpm, como se observa en la Figura 3-15.

Figura 3-15-Matraz con sistema air-lock (imagen
izquierda) e incubadora con dos matraces (imagen derecha)

Es importante destacar que en este punto se produce la diferencia entre fermentacion convencional
y ultrasénica. Para realizar la fermentacion ultrasonica, dentro de las 24 horas del proceso de agitado se
retira un matraz a las 12 horas y se introduce durante 10 minutos en un bafio de ultrasonidos “Elma
S300H como el que se muestra en la Figura 3-16. Estos tiempos son escogidos debido a un estudio del
Department, Institute of Chemical Technology, de Bombay [64].

e —

Figura 3-16- Bafio de ultrasonidos

Finalizada la fermentacion, se realiza el proceso de destilado, a través de un montaje como el de
la Figura 3-17. Previamente a la realizacion del montaje, se introduce en un bal6n de destilacién el
liquido fermentado por ultrasonidos y al finalizar la destilacion se hara lo mismo con el fermentado por
métodos convencionales, para su posterior comparativa de rendimientos.

El montaje se realiza con un matraz de fondo redondo, un sistema de reflujo, y dos termoémetros
que miden la temperatura del vapor formado en el interior y del liquido presente en el fondo del matraz.
Tras introducir el liquido en el baldn, se coloca en una manta calefactora “NAHITA BLUE 658"y se
selecciona una temperatura de 80 °C con el fin de buscar la evaporacion del etanol y evitar la del agua
presente en la mezcla.
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Con el ligquido condensado, se comprueba la cantidad de etanol obtenido y su porcentaje de pureza
comparando el resultado de la destilacion con los resultados obtenidos en la recta de calibrado del
alcohol.

Figura 3-17 Montaje para la
destilacion

Otro de los métodos utilizados para la destilacion fue el realizado con el evaporador rotativo
“LBX EVA 180”. El cual se ajusta para la realizacion del proceso a una temperatura de 50 °C, 80 rpm y
600 mm de Hg de presion.

Figura 3-18- evaporador rotativo
“LBX EVA 180”

Recta de calibrado del alcohol

Como se explica en el parrafo anterior es necesaria la realizacion de una recta de calibrado con
los diferentes indices de refraccion. El indice de refraccion es el cociente entre la velocidad de la luz
en el vacio y la velocidad de esta en un medio. La creacién de la recta de calibrado, se realiza desde
un etanol con 0 % de concentracion de alcohol, es decir agua, a uno con el 100 % de composicién de
alcohol. La finalidad por tanto es poder conocer cudl es la cantidad de alcohol en la destilacion.

Con el fin de completar dicha tabla y obtener los datos mas valiosos, los indices de refraccion,
se toman once tubos de vidrio y se colocan en el orden creciente de 0 % a 100 %. Son rellenos a
continuacion con las diferentes composiciones etanol-agua, y se introducen una a una muestra de
gotas de liquido en el refractdmetro “4BBE-REF1”, debiéndose adaptar la posicion de la linea limite
para obtener el indice de refraccion de la muestra.
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O

i Ly
efractometro “4BBE-REF 1”

Figura 3-19-R

La recta de equilibrado que se expone en la Figura 3-20, esta creada a partir de los datos obtenidos
de dicha tabla.
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Figura 3-20-Resultados de la recta de calibrado
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la explicacion de los procesos principales de pretratamiento, hidrolisis y fermentacion para la
obtencion de bioetanol, con sus diferentes variables; a continuacion, se pasa a desarrollar este punto,
donde se muestran y comentan los resultados obtenidos. En primer lugar, se analiza la materia prima y
los resultados de los diversos procesos realizados hasta la obtencidn de licores y posteriormente, se hara
lo mismo con estos. Finalmente se presentan los resultados del bioetanol obtenido, junto con un estudio
realizado para analizar la viabilidad del uso del residuo con fines energéticos, como por ejemplo en
calderas de biomasa.

4.1 Caracterizacion de la materia prima

La caracterizacion del recurso utilizado en este trabajo, se analiza a traves de dos vias: el calculo de
la celulosa y la cantidad de humedad.

Se comienza con la trituracion de las hojas, resultado de este proceso se obtuvieron unos 150 g
de muestra y posteriormente se comenzd con la trituracion de la corteza. Pero debido a los equipos con
los que se contaba en el laboratorio su pulverizacion fue muy compleja. Es por ello que solo se pudieron
obtener 20 g de corteza y nada de tallos (debido a su dureza). Por tanto, para la continuacion del
desarrollo de resultados, se expondra principalmente el andlisis de hojas.

4.1.1 Calculo de la celulosa

Para determinar el porcentaje de celulosa en los recursos seleccionados, se toma 1 g de muestra de
hojay 1 g de corteza para su estudio y se realiza un proceso de calculo cuyos resultados vienen
expuestos en la Tabla 4-1.

Masa después del

Residuo Masa inicial Masa del filtro %0Celulosa
secado
HOJA 1,009 0,94 g 0419 37,17
CORTEZA 1,00 g 0,99¢ 0,409 61,36

Tabla 4-1- Célculo porcentaje de celulosa

Tras analizar los datos, se puede concluir que el mejor porcentaje de celulosa se obtiene con la
corteza, pero debido a lo explicado anteriormente con este residuo y que la pérdida de glucosa de la hoja
es de baja entidad y no supone una pérdida de eficiencia muy alta por ello, se decide trabajar con la hoja.
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Mas adelante se realiza un estudio para estudiar la cantidad de azUcares, en la caracterizacion de licores
en el residuo elegido.

Para conocer si el valor del resultado obtenido es coherente, se hace una comparacion con la
siguiente tabla, perteneciente a un trabajo de la Universidad Pablica de Navarra [65].

Material Celulosa(%0) Hemicelulosa(%0) Lignina(%o)
lignocelulosico

Tallos de maderas 40-55 24-40 18-25
Mazorca de maiz 45 35 15
Paja de arroz 32 24 18
Hojas 15-20 80-85 0
Pasto 45 31,4 12

Paja de trigo 30 50 18.9

Tabla 4-2-Comparativa de los porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina de diferentes materias primas

Respecto a los resultados obtenidos en la Tabla 4-1, en comparativa con los expuestos en la tabla
Tabla 4-2, se puede destacar que el porcentaje de celulosa en la hoja de platano es superior al estudiado
en la investigacion de la Universidad de Navarra respecto a las hojas. Por otro lado, el porcentaje de
celulosa obtenido en la corteza es superior a cualquier valor expuesto en dicha tabla, estando su valor
cercano al de los tallos de madera, pero siendo ligeramente superior.

Calculo de la humedad

Tras el pretratamiento por ultrasonidos, el lavado de la muestra y el secado de esta a 60 °C durante
14 horas. Se ha de realizar previo a la hidrolisis acida, un calculo de la humedad del residuo. El valor ha
de ser inferior a 10 %.

Las dos primeras muestras fueron secadas a 60 °C durante 10 h y su humedad se encontraba
relativamente cercana a 10 % por tanto, se deja secar 2 horas mas obteniendo un valor menor. Fue por
ello por lo que la tercera experiencia se dejo en la estufa 4 horas mas, consiguiendo reducir drasticamente
la humedad a los valores expuesto en la Tabla 4-3.

Experiencia Humedad(%b) Experiencia Humedad(%o)
1 9,39(1)/6,623(2) 9 1,935
2 7,937(1)/4,226(2) 10 2,113
3 1,689 11 1,370
4 2,548 12 2,987
5 2,658 13 2,745
6 2,321 14 2,126
7 1,698 15 2,657
8 1,785 16 2,469

Tabla 4-3-Célculo humedades
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4.2 Andlisis del licor madre

Previo al analisis como ya se explicd anteriormente se realiza un centrifugado. Este centrifugado de
donde se extrae el liquido se realiza a 4000 rpm. EIl proceso comenzé teniendo una duracion de 4 min,
pero tras la primera prueba donde se realizaron varios ciclos, se comprobd que 12 minutos era el tiempo
donde se alcanzaba un mayor volumen de licor madre.

Finalizado el centrifugado, se obtiene el licor madre como se muestra en la Tabla 4-4. Este sera el
liquido utilizado para determinar el azucar y observar cual de los ensayos obtiene mejores resultados a
través del método del DNS. Es decir, se estudian los pardmetros en base al contenido de azlcar y con
ello se pretende seleccionar cual es el proceso mas efectivo.

Experiencia Volumen de licor madre Experiencia Volumen de licor madre
1 2,9 ml 9 6,9 ml
2 5,0 ml 10 6,9 ml
3 5,3ml 11
4 5,2 ml 12

38,5 ml
5 4,0 ml 13
6 6,1 ml 14
7 3,5 ml 15

246 ml
8 2,9 ml 16

Tabla 4-4-Volumen de licor madre obtenido

Para el calculo de la concentracidn de azicares como se explicaba en el parrafo anterior, es necesario
hacer el método del DNS. Para ello el primer paso es la obtencién de la recta de calibrado., que ya se
expuso anteriormente en el desarrollo (3.5.1 Método del DNS).

A través del espectrofotdmetro se obtiene la absorbancia, la cual es comparada con la recta de
calibrado y asi se puede calcular la concentracion de azlcares en la muestra (g/L).

Experiencia Absorbancia nggig;[_gzigt)d ¢ % NaOH son-:_cizz:?gr? ?rfwin)
1 0,280 0,66 1 20
2 0,239 0,56 2 20
3 0,114 0,27 1 25
4 0,133 0,31 1 30
5 0,110 0,26 1 30
6 0,083 0,19 1 40
7 0,071 0,17 3 20
8 0,125 0,29 3 30
9 0,223 0,52 1 15
10 0,482 1,13 1 20
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11-12-13-14 0,355 0,83 1 20
Sin

15-16 0,661 1,55 pretratamiento

Sin pretratamiento-
Tabla 4-5-Comparativa a diferentes tiempos y concentraciones de la absorbancia

En cuanto al anélisis de los resultados obtenidos, se puede concluir que al mismo tiempo de
sonicacion (20 minutos) y diferentes concentraciones (1-3%), los valores obtenidos con un 1 % de
hidréxido de sodio fueron los més elevados y por tanto los mejores, ya que son los que tienen una mayor
concentracion de azucares (Figura 4-1).

120

LACION DE AZUCARES
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[=)]
o

B

COMCENT

Figura 4-1- Influencia de concentracion de azUcares con diferentes concentraciones de NaOH con un tiempo de
sonicacion de 20 min

Debido a ello se desarrolla el espectro de tiempos de sonicacién, con una concentracion del 1% de
NaOH en el pretratamiento, desde los 15 minutos hasta los 30. Ademas, entre medias de la realizacion
del espectro, se sigue comprobando si esta es la mejor concentracion a distinto tiempo. Afirmacion que
se demuestra veraz de acuerdo a los resultados obtenidos y expuestos en la Figura 4-2.
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Figura 4-2 Influencia del tiempo en la cantidad de azlcares para una concentracion
de NaOH al 1%

El mejor valor obtenido con pretratamiento, es el que tiene una concentracion de hidréxido de sodio
del 1% y un tiempo de sonicacion de 20 minutos. Cabe destacar también que, pese a que hay un valor
que sin duda supera al resto (el relativo a la experiencia 11-12-13-14), se achaca el aumento de la
concentracion a que los volumenes del proceso son ampliamente mayores

El resultado obtenido se asemeja al expuesto en una investigacion de produccion de bioetanol a
partir de las cascaras de platano, donde se concluye que la optimizacion del proceso de obtencion de
bioetanol se produce cuando se sonica un tiempo de 21,66 min [66].
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4.3 Caracterizacion de bioetanol obtenido

Tras la eleccion de la mejor concentracion y tiempo de sonicacion, explicado en el apartado
anterior a partir de la caracterizacion de licores y por tanto comprobada la obtencion de azUcares, se
da paso a la tltima de las etapas de este trabajo.

Se lleva a cabo en este punto la fermentacion, la cual se realiza por dos vias: fermentacion
convencional y la fermentacion ultrasonica, y la destilacion posterior para la obtencion de etanol. Los
licores madre obtenidos en la experiencia 11-14 y 15-16 que a partir de ahora para evitar confusiones
se denominaran 1.1y 1.2, son fermentados.

Posteriormente se destilan, obteniendo un volumen de etanol de 1 ml en la experiencia 1.1 tanto
en el producto fermentado por método convencional como en el sonicado y un volumen de 5 ml en el
1.2 sonicado y 2 ml en el 1.2 convencional.

Para finalizar el proceso se estudia la pureza del etanol obtenido, comparando este con la recta de
calibrado del alcohol. Los resultados son los que se exponen a continuacion en la Tabla 4-6.

Método de

Experiencia fermentacion Volumen (ml) Pureza %
1.1 Convencional 1 0
1.1 Ultrasonidos 1 0
1.2 Convencional 2 15,2
1.2 Ultrasonidos 5 1

Tabla 4-6-Etanol obtenido tras la destilacion

Como se puede observar en la tabla, es posible concluir que tanto el volumen obtenido como la
pureza aumentan con el aumento de residuo inicial.

En una investigacién para la produccion de etanol a partir de cascaras de platano y de almidon de
yuca, sin embargo, se obtuvo una pureza del etanol de 7,92 % y unas concentraciones de azucar de 20
g/L y 170 g/L para el platano y almidon respectivamente. Ese proceso investigado, fue también
fermentado con Sacharomyces cerevisiae [67]. Lo que denota que la fermentacidn con dichas bacterias
si el datil para algunas materias primas, pero puede que no para el residuo analizado en esta
investigacion.
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4.4 Caracterizacion energética

En el primer analisis se toman 13,2 mg de residuo sélido y a la finalizacién del proceso quedan 9,1
mg de ceniza por tanto es aprovechable el 30,3 % del residuo. Ademas de este, se realiz6 un segundo
analisis en donde el resultado mejord obteniéndose un 35,87 % de recurso aprovechable.

MASA (mg)

TEMPEFRATUFRA (°C)

Figura4-3 Curva TG

La Figura 4-3, se construye con los datos obtenidos en la segunda prueba, donde se muestra la
variacion de la masa con respecto al tiempo. La temperatura a la que es expuesto el sélido parte de los
27,8 °C y alcanza los 698 °C previo a su enfriamiento. También se realiza una grafica donde se representa
la pérdida de masa respecto a la temperatura. Manteniéndose estable al 64,13 % a partir del pico de
temperatura a 698 °C (Figura 4-4). Los resultados obtenidos de masa volatil se encuentran por debajo de
los pardmetros de otras investigaciones como puede ser la realizada al platano verde, cuya investigacion
brindé un resultado de un 74 % de masa volatil a una temperatura de 300 °C [68].

1MASA SOLIDA

TEM I'E?:LT URA (C7)
Figura 4-4-Porcentaje de pérdida de masa solida

Existen dos picos entre el inicio y fin del calentamiento. EI primero, representa una pérdida de
materia debido a la evaporacion de liquidos contenidos en la muestra, el segundo de ellos seguramente
sea debido a un mecanismo de reaccion de degradacién térmica, debido a la composicion fisica y quimica
de la muestra. Este valor de temperatura de degradacion podria estar relacionado con el contenido en
carbono fijo, y por tanto se podria llegar a utilizar como combustible en un proceso de combustion,
previo de un proceso de secado. EI mayor inconveniente de esta posible aplicacion seria la gran cantidad
de cenizas resultantes, que ocasionaria depositos en las calderas.
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5 CONCLUSIONES Y LINEAS FUTURAS

5.1 Conclusiones
El anélisis de los resultados obtenidos en este trabajo permite extraer las siguientes conclusiones:

Se analizo el contenido de celulosa de dos residuos diferentes, corteza y hoja. Tras realizar
el calculo de porcentaje de celulosa los resultados obtenidos en la corteza fueron mayores
que en las hojas. Pese a este dato, la incapacidad de triturar esa materia prima y sobre todo
por la abundancia del residuo, sus propiedades y su facilidad a la hora de trabajar con este, la
hoja fue el residuo elegido.

Se ha utilizado una técnica no convencional de pretratamiento con ultrasonidos de la materia
prima con el objetivo de mejorar la extraccion de azucares. Se ha realizado en medio bésico,
con concentraciones del 1 % y bajo frecuencia de 20 kHz. y para tiempos de permanencia de
entre 15 y 40 minutos. Los resultados se han comparado con una técnica convencional,
obteniendo una cantidad de azucares similar en ambas. La técnica ultrasénica no ofrece
resultados concluyentes, ya que se ha producido una correcta separacién entre la celulosa, la
hemicelulosa y lignina al igual que en las técnicas tradicionales, pero la cantidad de volumen
a tratar y debido a limitaciones técnicas del equipo de sonicacidn era pequefia. Por lo tanto,
y tras comparar estos resultados con los de otros estudios del mismo tipo, este factor podria
ser limitante a la hora de obtener una mayor cantidad de azlcares. Tras el proceso de
hidrolisis se obtuvieron concentraciones de azlcar de hasta 1,13 g/L de una muestra de 16¢
de residuo.

Durante la fermentacion de los azlcares obtenidos se han empleado dos técnicas, una
convencional y otra no convencional. Ambas técnicas consisten en utilizar un proceso de
agitacion a 1200 rpm durante 24 horas, siendo el proceso de la no convencional interrumpido
alas 12 horas para introducirse en un bafio de ultrasonidos durante 10 minutos con el objetivo
mejorar el proceso. Una vez comparadas ambas técnicas no se aprecié ningun resultado
concluyente, ya que la cantidad de alcohol obtenido era similar.

A partir del estudio termogravimétrico realizado al residuo sdlido procedente de la hidrolisis,
se podria concluir que seria viable su utilizacion en calderas de biomasa, con el inconveniente
del alto porcentaje de cenizas.

Finalmente, tras un primer proceso completo donde la muestra inicial fue de 16 g vy el
pretratamiento por ultrasonidos, el resultado del proceso fue la no obtencion de bioetanol.
Esto podria ser debido a la poca la masa inicial y/o al proceso de pretratamiento empleado.
Por tanto, en un segundo proceso se aumentd dicha masa a 30 g y no se realizo pretratamiento,
obteniendo bioetanol con una pureza de mas del 15 %.

51



GUILLERMO FERRAZ LLAMAS

Por tanto, haciendo una lectura de los siete puntos expuestos anteriormente basados en los
objetivos planteados al comienzo del trabajo, se finaliza a nuestro modo de ver con un balance positivo
entre lo realizado y lo obtenido.

5.2 Lineas futuras

5.2.1 Reeleccidn de procesos

Como primera linea futura se plantea por un lado la posibilidad de realizar el proyecto con un
diferente proceso de pretratamiento fisico por ultrasonidos. Se recomienda realizar un tratamiento de
acido diluido, ya que los &cidos diluidos en el pretratamiento trabajan de una manera muy eficaz con la
biomasa lignocelulésica. Existen numerosos estudios previos que utilizaron acido sulfurico diluido en
el pretratamiento sonicado cuyos resultados son muy interesantes [69].

5.2.2 Investigacion de la capacidad energética de la hoja de platano

Estudiar la posibilidad de investigar mas a fondo sobre las capacidades energéticas de esta abundante
biomasa, cuyo poder energético se encuentra dentro de unos parametros muy llamativos. Para
posteriormente realizar un proceso de obtencion de pellets cuyo fin sea la utilizacion en calderas de
biomasa.

5.2.3 Cambio de materia prima

Continuar con el desarrollo e investigacion de este mismo trabajo, pero cambiando la materia prima
elegida por la corteza, cuyo porcentaje de celulosa es bastante méas elevado que el de la hoja.
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