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RESUMEN

Impacto y reologia de hidrocoloides en el proceso de producciéon de bioetanol a partir
de melaza

Elaborada por: Ing. Lorena Georgina Lopez Avila Gonzélez.

Dirigida por: Dr. Denis Cantu Lozano.

La principal materia prima para la produccion de bioetanol es la melaza proveniente
de la cafia de azlcar. El proceso de produccion de bioetanol, se ve afectado por la
presencia de hidrocoloides, los cuales incrementan la viscosidad de los fluidos,
provocando taponamientos e incrustaciones en equipos.

El presente proyecto tiene como objetivo separar, aprovechar y/o degradar tales
compuestos, mejorando el proceso de produccién de bioetanol y reduciendo la
generacion de residuos.

Se llevo a cabo la caracterizacion fisica, quimica y reoldgica, sobre las cinco muestras
de interés: melaza, mosto fresco, mosto muerto, incrustacion formada en la primera
columna de destilacidén y bioetanol. Asimismo, se evalud la separacién de dextrana
por determinacién de punto isoeléctrico, asi como la degradacién de la misma por
medio de hidrdlisis enzimatica, en presencia de enzima dextranasa, evaluando los
efectos de relaciébn enzima-sustrato, tipo de sustrato y temperatura, empleando un
disefio factorial de 23.

Fue posible concluir que la incrustacion presenta caracteristicas viscoelasticas, con un
tiempo de relajacion de 0.026 s. Esto ultimo se relaciona con los resultados obtenidos
en la caracterizacion quimica, donde se confirmé que el hidrocoloide presente se
refiere a dextrana, estando en cantidades de 23.552% para el caso de la incrustacion
formada. De igual manera, se observé que no se logra la separacion de dextrana por
determinacién de punto isoeléctrico, concluyendo que se debe a la ausencia de grupos
funcionales ionizables en su estructura. Se concluy6 que la temperatura en la que la
enzima dextranasa presenta una mayor actividad es a 40°C, obteniendo un producto
con menor viscosidad (0.017 Pa s, reduccién de 28.978%) y concentracion de
dextranas (173.220 ppm, reduccion de 64.55%).



ABSTRACT

Hydrocolloids impact and rheology in bioethanol production process as of molasses

By: Lorena Georgina Lépez Avila Gonzalez.

Advisor: Dr. Denis Cantu Lozano.

Sugar cane molasses is the main raw material in bioethanol production process, which
is affected by hydrocolloids presence, raising fluids viscosity, generating clogging and
embedding problems in equipment.

The main goal is to separate and/or degrade those compounds, increasing the
bioethanol production process efficiency and reducing waste generation.

Physical, chemical and rheological characterization were made in the five samples of
interest: molasses, mash, fermented mash, incrustation formed in the first distillation
column, and bioethanol. Dextran separation was evaluated by isoelectric point
determination, meanwhile dextran degradation was evaluated by enzymatic hydrolysis,
in presence of dextranase enzyme, evaluating the effects of enzyme-substrate relation,
substrate type, and temperature, applying 22 factorial design.

Was concluded that the incrustation sample showed viscoelastic characteristics, with
a relaxation time of 0.026 s. The hydrocolloid presence was confirmed by chemical
characterization, corresponding to dextran, in quantities of 235,523.22 ppm in the
formed incrustation. Its separation was concluded to not be feasible due to the
absence of ionizable functional groups in its structure.

The highest enzyme activity was observed at 40°C, obtaining a lower viscous product
(0.017 Pa s, 28.978% of reduction) and a lower dextran concentration product (173.220
ppm, 64.55% of reduction).
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Introduccion

INTRODUCCION

En la actualidad, los combustibles fosiles fungen como la principal fuente de energia,
sin embargo, su explotacion indiscriminada, ha derivado el constante deterioro al
medio ambiente y la escasez de energéticos a nivel mundial, lo cual ha forjado la
necesidad de buscar fuentes alternativas para cubrir las necesidades de la sociedad.

La cafa de azucar es considerada la materia prima mas eficiente para producir
bioetanol, he ahi la importancia de tal combustible. Brasil y Estados Unidos son los
dos paises que producen la mayor cantidad de bioetanol como biocombustible, con
tecnologias consolidadas a partir de cafia de azlUcar y jarabe de maiz,
respectivamente. México tiene alto potencial para posicionarse a nivel global cerca de
tales paises, debido a su alta produccién de cafia de azucar, principalmente en la
region del estado de Veracruz (SHCP, 2014).

Los diferentes tipos de industrias que involucran el procesamiento de la cafia de
azucar, presentan diversas problematicas de operacion debido a la presencia de
hidrocoloides (llamados comuUnmente gomas), provocando pérdidas por paros de
produccion, inversion de horas hombre, dafios en equipos por taponamientos e
incrustaciones, asi como generacion de residuos. A pesar de esto, dichos
compuestos, por sus caracteristicas, resultan ser de suma utilidad dentro de la

industria alimentaria, farmacéutica y petrolera.

La empresa local con la que se trabajo el proyecto presenta dichas probleméticas.
Esta fue ganadora, junto con otras de acuerdo a la region, de la licitacion realizada por
Petr6leos Mexicanos el presente afio, para adquirir bioetanol para mezclar con
gasolina en seis de sus terminales de almacenamiento y reparto, con la intencién de

emplear este recurso como biocombustible (PEMEX, 2015).



Introduccion

Al margen de este contexto, como objetivo general del proyecto se propuso separar,
aprovechar y/o degradar los hidrocoloides presentes en la produccion de bioetanol,
mejorando el proceso y reduciendo la generacion de residuos. Para lograr dicho
objetivo, se plantearon los siguientes objetivos especificos: caracterizar
fisicoquimicamente y reolégicamente melaza, mostos, material de incrustacion y
destilado, determinar el punto isoeléctrico para la separacion de hidrocoloide, de modo
gue se logre su aprovechamiento, asi como degradar hidrocoloide por via enzimética,

de modo que se evite su formacion.

En base a los hechos anteriormente mencionados, se propuso trabajar en dicho sector
industrial, con enfoque a evitar la presencia de hidrocoloides, o bien, lograr su
aprovechamiento, de modo que se genere una aportacion en la mejora del proceso de

produccion de bioetanol y se reduzca el impacto ambiental de tal actividad industrial.
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FUNDAMENTOS TEORICOS



Fundamentos tedricos

CAPITULO 1. FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Panorama global de bioetanol

A nivel mundial, Estados Unidos es el mayor productor de bioetanol, siendo éste
elaborado a partir de aztcar de maiz, en forma de alta fructosa. El segundo productor
de bioetanol es Brasil, el cual es obtenido principalmente a partir de azlcar de cafa,
en forma de sacarosa. En este Ultimo, el bioetanol ha sido empleado como sustituto
de la gasolina desde hace mas de treinta afios; actualmente, el consumo de bioetanol
brasilefio es equivalente al uso de la gasolina y su costo resulta ser competitivo.
México se encuentra dentro de los principales cinco paises productores de cafia de
azucar. Sin embargo, para posicionarse como uno de los paises lideres en la
produccién de bioetanol, es necesario que se tomen algunas acciones como control
bioldgico de plagas, colecta mecanizada, eliminacién de quemas, aprovechamiento de

subproductos y cogeneracion de energia eléctrica, entre otras (SENER, 2013).

1.2 Proceso de produccién de bioetanol

El bioetanol (alcohol etilico de formula C2HsOH) se obtiene por fermentacién de
azucares, a partir de la sacarosa, en este caso, de la cafia de azUcar. En la reaccion
de fermentacion es de vital importancia la participacion de la levadura Saccharomyces
cerevisiae, la cual produce concentraciones de bioetanol de entre 7 y 12 9%,
aproximadamente. Por lo tanto, para obtener las concentraciones deseadas de
alcohol, se requiere de una serie de destilaciones (Figura 1.1). En México, el principal
uso del bioetanol producido a partir de azlcar de cafia, es para bebidas embriagantes
y para la industria quimica; ademas, hoy en dia el bioetanol también se empieza a
destinar como combustible, aunque en una minima proporcién (Fajardo y Sarmiento,
2007).
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Figura 1.1 Diagrama de bloques de proceso de produccion de bioetanol a partir de melaza
(S.c.: Saccharomyces cerevisiae)

1.2.1 Materia prima

1.2.1.1 Canfade azUcar

Cuyo nombre cientifico es Saccharum officinarum L., es una graminea tropical,
emparentada con el sorgo y el maiz, en cuyo tallo se forma y acumula un jugo rico en
sacarosa. La cafia de azucar es considerada la materia prima mas eficiente para
producir azucar y bioetanol. Entre los principales estados productores de cafia de
azucar en México, se encuentran: Veracruz, Jalisco, Tamaulipas, Oaxaca, Chiapas y
San Luis Potosi, contribuyendo con un 72% de la produccion nacional anual. Las
principales industrias que parten de cafia de azUcar son la industria azucarera,
alcoholera y de papel (SHCP, 2014).

1.2.1.2 Melaza

Constituye un subproducto de la refinaciéon de la sacarosa de cafia de azucar, el cual

consiste en un liquido denso y viscoso de color oscuro. Tiene un alto contenido
5
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nutrimental de hidratos de carbono, asi como vitaminas del grupo B, minerales y un
bajo contenido de agua. Entre los azUcares que constituyen la melaza, se destaca en
primer lugar la sacarosa, encontrdndose también glucosa, levulosa, maltosa, lactosa

y azlcares reductores (Fajardo y Sarmiento, 2007).

La empresa con la que se colabora en el proyecto, almacena la melaza en tres fosas,
teniendo una capacidad total de 70,000 ton. Asimismo, es importante recalcar el

tiempo promedio de estadia de la materia prima en fosas, siendo éste de 5.5 meses.

1.2.1.3 Mostos

Se conoce como mosto fresco al producto almacenado en tinas de pre-fermentacion,

en donde se agregan nutrientes e inhibidores de bacterias a la melaza entrante.

Se le conoce como mosto muerto al producto generado después de la etapa de
fermentacion, la cual tiene una duracién de aproximadamente 22 h, y el cual es

enviado al proceso de destilacion.

Generalmente, el mosto de melaza de cafia de azlUcar tiene una concentracion de

solidos solubles de 20 a 28 °Brix y de 12 a 18% de azucares (Martinez-Alcala, 2012).

1.2.2 Hidrocoloides

Los hidrocoloides (comunmente llamados gomas) pertenecen a un grupo de
compuestos quimicos caracterizados por tener un alto peso molecular. Estos
contienen un alto nimero de grupos hidroxilo. Su origen puede ser vegetal, animal,
microbiano o sintético. En el procesamiento de la cafia de azUcar y producciéon de
bioetanol, se ha detectado la presencia no deseada de hidrocoloides. Dicho
acontecimiento es considerado un aspecto relevante, puesto que provoca algunas
desventajas, destacando las pérdidas de azucar, taponamiento e incrustaciones en

tuberias y equipos, asi como incremento de viscosidad. A pesar de tales

6
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problematicas, algunos hidrocoloides, tales como la goma dextrana, xantana y
carboximetilcelulosa (CMC), tienen importantes aplicaciones, principalmente en la

industria farmacéutica, alimentaria y petrolera (Garcia et al., 1993).

La formacion de tales hidrocoloides en la cafia de azUcar se da por origen microbiano.
Las caracteristicas fisicas y quimicas de la melaza de cafia de azlcar, hacen de ella
un excelente sustrato para el desarrollo de microorganismos. El principal de dichos
microorganismos es Leuconostoc mesenteroides, el cual degrada la sacarosa de la
cafia de azucar y forma e incorpora al mismo tiempo, metabolitos como el acido lactico,

acético, etanol, manitol y polisacaridos, como dextranas y lévanos (Garcia et al., 1993).

1.2.2.1 Dextrana

Es un polisacérido de alto peso molecular, compuesto de unidades de a-glucosa
unidas por enlaces glucosidicos (Figura 1.2); son estructuralmente diversas y se

caracterizan de acuerdo al porcentaje, naturaleza y distribucion de sus enlaces.

H

n

Figura 1.2 Estructura molecular de dextrana

Las células del microorganismo lactico Leuconostoc mesenteroides en crecimiento,
degradan la sacarosa y forman e incorporan al mismo tiempo, metabolitos como el
-
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acido lactico, acético, etanol, manitol y dextranas. Dicho microorganismo secreta una
enzima inducible llamada dextranasa, la cual hidroliza la dextrana rompiendo los
enlaces a1.6 y formando moléculas de menor tamafo. El nivel de exposicion del tejido
interno de la cafia a dicho microrganismo, se incrementa con el corte mecanizado, el
trozado o la quema. Su principal aplicacion radica en el area farmacéutica como
expansor de volumen del plasma sanguineo y promotor del flujo de sangre (Belder,
2003).

La dextrana puede ser removida por precipitacion a través de la determinacién de su
punto isoeléctrico; asimismo, puede ser hidrolizada a aztcares simples como glucosa,

isomaltosa, etc. por enzimas dextranasas (Garcia et al., 1993).

1.3 Alternativas de recuperacion y/o degradacion de hidrocoloides

Para dar solucién a dicha problematica, se ve la necesidad de implementar diferentes
alternativas, tanto de separacién como de degradacion de los hidrocoloides presentes.
Se ha planteado la determinacion del punto isoeléctrico como alternativa de
separacion, mientras que la hidrolisis por via enzimatica como alternativa de

degradacion.

1.3.1 Equilibrio acido-base

La constante de equilibrio esta definida por Ka, mejor conocida como constante de
disociacion, la cual también es expresada como pKa, mostrada en la ecuacion (1.1),

debido a sus bajos niveles de concentracion.

pK, = —logK, (1.1)
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Entre méas grande sea el valor de Ka, mayor sera la tendencia del 4cido a disociarse,
por lo tanto, sera un acido mas fuerte. Dado la forma de la ecuacion (1.1), un acido

fuerte tendra un valor de pKa pequerio.

La relacion entre la disociacion de un grupo y el pH del medio, esta dada por la

ecuacion (1.2) de Henderson-Hasselbalch.

[forma disociadal] (1.2)
[forma no disociada]

pH = pK, + log

Por medio de la ecuacion (1.2), es posible representar exactamente la variacion del
pH con respecto a la adicion de una base a una solucion acida, o viceversa. Conforme
se procede con la valoracion, el valor de pH ira aumentando, de modo que se alcance
la neutralizacién. En dicho punto, la ecuacion (1.2) resulta en la ecuacién (1.3), como

se indica a continuacion:

pH = pK, + logl = pK, (1.3)

Por lo tanto, en el punto medio de la curva de valoracion de un acido débil, el pH tiene
el mismo valor que su pKa. Lo anterior, puede ser confirmado experimentalmente y se
ilustra en la Figura 1.3. Es importante enfatizar, que las curvas de valoracion son
reversibles, es decir, se pueden empezar partiendo de un pH elevado, o bien, de un

pH bajo, simplemente se siguen las direcciones contrarias (Mathews et al., 2012).
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Figura 1.3 Curva de valoracion de acidos débiles (Mathews et al., 2012)

1.3.1.1 Determinacién de punto isoeléctrico

Se denomina anfolito a las moléculas que contienen grupos con valores de pKa tanto
acidos como basicos. La valoracion en este tipo de moléculas, ocurre en dos etapas.
La situacién cercana al pH neutro es interesante, puesto que ahi la carga neta es cero.
Un anfolito en dicho estado, con el mismo nimero de cargas positivas y negativas, se
denomina zwitterion. Sin embargo, s6lo hay un Unico punto en dicha region de pH,
donde se tiene una carga neta cero y no existe atraccion por ningun polo si se somete
a un campo eléctrico. A tal valor de pH, se le conoce como punto isoeléctrico (pl), el
cual se expresa en la ecuacion (1.4), la cual aplica para moléculas con dos grupos
ionizables.

. pKa1 + pKaZ (1_4)

I
p 2

10
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Moléculas grandes, como las proteinas, pueden tener muchos grupos &acidos y
basicos. Dichas moléculas reciben el nombre de polianfolitos. Con mas de dos grupos
ionizables, el calculo del pl se torna mas complejo. Sin embargo, mientras que la
molécula cuente con grupos cargados positiva y negativamente, siempre se cuenta
con un pl donde la carga neta es cero. Si los grupos acidos predominan, entonces el
pl sera bajo; si los grupos bésicos son predominantes, entonces el pl serd alto
(Mathews et al., 2012). En el punto isoeléctrico, se tienen caracteristicas de menor o
nula solubilidad, mayor turbidez, mayor viscosidad y facilidad para precipitar debido a

gue la carga eléctrica es cero.

Serpa et al. (2014) determinaron el pl de las proteinas presentes en cuatro fuentes
foliares: yuca variedades verdnica y tai, jatropha y gmelina. Para la obtencién de las
proteinas se realiz6 una extraccion alcalina con NaOH 0.1M; y una precipitacion
evaluando tres valores de pH (4.0, 4.25 y 4.5) y dos temperaturas (temperatura
ambiente y 50°C). Todos los precipitados obtenidos a 50°C presentaron el mayor
contenido de proteina. El pl para la yuca variedad tai y para la jatropha fue 4.0 y 4.5
respectivamente, siendo el precipitado de jatropha el que mayor contenido de proteina
presentd, seguido por la yuca variedad tai y la yuca variedad veronica.

1.3.2 Hidrélisis enzimatica

Las enzimas son los catalizadores biolégicos mas eficientes, y en su mayoria, éstas
son proteinas. Tales catalizadores son capaces de aumentar la velocidad de una
reaccion en un factor de hasta 10%°. Las enzimas, al igual que todos los catalizadores,
aceleran las reacciones, pero no pueden alterar la constante de equilibrio ni el cambio

de energia libre.

11
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La reaccion catalizada se lleva a cabo en el sitio activo, por lo regular en los pasos que
se mencionan a continuacion. El primero, es la unién del sustrato (S) a la enzima (E),
qgue se da gracias a las interacciones altamente especificas entre el sustrato y las
cadenas laterales y grupos de esqueleto de los aminoacidos que constituyen el sitio
activo, lo anterior a una determinada velocidad denominada constante de formacion
(k1) del complejo enzima-sustrato (ES). Una vez que el sustrato queda unido y que se
forma el estado de transicién, ya puede haber catdlisis, lo cual implica un reacomodo
de los enlaces. En el estado de transicion, el sustrato se coloca en la orientacion
correcta respecto de los atomos que intervienen en dichos enlaces. Ambos efectos,
proximidad y orientacion, aceleran la reaccién. Cuando se rompen enlaces y se forman
otros, el sustrato se transforma en producto (P), el cual se separa de la enzima, a una
determinada velocidad denominada constante de rapidez de formacién de producto
(k2) (Campbell y Farrell, 2015). Lo anterior, se ilustra a continuacion:

—> N
E+S k, ES k, E+P
e

En dicha reaccion se asume que las condiciones son tales que la reaccién reversible
entre la enzima y el producto es despreciable. La formacion catalitica del producto,
con regeneracion de la enzima, serd entonces una reaccion simple de primer orden y
su velocidad sera determinada Unicamente por la concentracién de ES y el valor de ko.

Por lo tanto, la velocidad de reaccion se puede expresar como:

V = k,[ES] (1.5)

Generalmente, no es medible la concentracion [ES], a diferencia de las

concentraciones de sustrato o producto y de la concentracion total de la enzima, la

12
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cual debe ser la suma de la enzima libre y la enzima ocupada, como se expresa a

continuacion:

[E]e = [E] + [ES] (1.6)

1.3.2.1 Cinética de Michaelis-Menten

El modelo de Michaelis-Menten resulta de especial utilidad para estudiar la cinética de
las reacciones catalizadas por enzimas. La principal caracteristica del modelo radica
en la formacion del complejo enzima-sustrato. En el modelo, la rapidez inicial, V, de la
formacion de producto depende Unicamente de la rapidez de descomposicion del
complejo, quedando expresado como se indica en la ecuacion (1.7).

y = KalELlS] (L.7)
Ky + [S]

Si la concentracién del sustrato es tan alta que la enzima se satura con €l, la reaccion
se efectua a la maxima velocidad posible Vmax, quedando expresado el modelo como

se muestra en la ecuacion (1.8).

Ky + [S] .

La manera mas efectiva de calcular la velocidad de reaccion de interés, es montar una
serie de experimentos con la misma concentracion de enzima, pero con diferentes
concentraciones de sustrato y medir las velocidades iniciales. Dado que la

concentracion inicial de sustrato es conocida, y el cambio de la concentracion del

13
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sustrato con respecto al tiempo regularmente es lineal en las primeras etapas, es

posible obtener resultados confiables de velocidad en funcién de la concentracion de
la enzima (Mathews et al., 2012).

El gréafico de reciprocos dobles de Lineweaver-Burk y el grafico de Eadle-Hofstee, son

las formas mas comunes de determinar el valor de Kv. En la Figura 1.4, se ejemplifica

cada uno de los gréaficos y su interpretacion.

1V

(a)

Perdiente =

1/15]

— ]"?n:rt.r

Pendiente =
— —Ky

(b)

V/[5]

Figura 1.4 Grafico de Lineweaver-Burk (a) y de Eadie-Hofstee (b) (Mathews et al., 2012)

Al invertir ambos lados de la ecuacion (1.8), se obtiene la siguiente ecuacién (1.9),
donde al graficar 1/V contra 1/[S], se debe obtener una linea recta.

(1.9)
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El grafico de Lineweaver-Burk provee una evaluacion rapida e informacion acerca de
las constantes criticas de la cinética de Michaelis-Menten. Una de sus desventajas,
es gue regularmente se requiere hacer una extrapolacion grande para determinar el
valor de Kv. El arreglo alternativo de la ecuacion (1.8), en la siguiente forma (1.10),

corresponde al llamado grafico de Eadie-Hofstee.

%4
V = Ve = Kugg (1.10)

1.3.2.2 Inhibicién

Un inhibidor es una sustancia que interfiere la accion de una enzimay hace mas lenta
una reaccion. Un inhibidor reversible puede unirse a la enzima y después ser liberado,
dejando la enzima en su condicién original. Un inhibidor irreversible reacciona con la
enzima para para producir una proteina que no contiene actividad enzimatica y a partir

de la cual es imposible regenerar la enzima original.

Se distinguen dos clases principales de inhibidores reversibles con base en el sitio de
la enzima al que se unen. Una clase consiste en compuestos muy similares al sustrato
en su estructura (inhibicion competitiva). La otra clase importante de inhibidores
reversibles incluye todos los inhibidores que se unen a la enzima en un sitio distinto
del sitio activo, teniendo como resultado una alteracion en la estructura de la enzima

(inhibicion no competitiva) (Campbell y Farrell, 2015).

En la Figura 1.5, se muestra el grafico de Lineweaver-Burk donde se indica la
presencia de inhibicion competitiva, mientras que en la Figura 1.6, se muestra el

gréafico de Lineweaver-Burk donde se indica la presencia de inhibicion no competitiva.

15
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Y

L 1/[5]

Figura 1.5 Efecto de inhibicion competitiva en cinética enzimatica (Mathews et al., 2012)

[y

- —
V“PP

1!r"l,l,|' max

I
1 1/[5]
Ky

Figura 1.6 Efecto de inhibicidn no competitiva en cinética enzimatica (Mathews et al., 2012)

En la inhibicion competitiva, el sustrato y el inhibidor pueden ocupar el sitio activo. El
sustrato puede ser procesado por la enzima, sin embargo, esto no es posible con el

inhibidor. En este tipo de inhibicién, se presenta un incremento en la Kv aparente.
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Por otro lado, en la inhibicion no competitiva, el inhibidor ocupa un sitio en la superficie
de la enzima, siendo este diferente al ocupado por el sustrato. A pesar de que no
compiten por la ocupacion del sitio activo, si afectan al evento catalitico y provocan

cambios en la kcat aparente.

1.4 Reologia

La reologia es la ciencia que estudia la deformacion de un cuerpo sometido a
esfuerzos externos. Las propiedades reoldgicas definen la relacion entre el esfuerzo y
la velocidad de corte en diferentes tipos de fluidos. El esfuerzo se define como la fuerza
gue actua sobre una unidad de area, mientras que la velocidad de corte se define
como la medida de desplazamiento relativo, siendo ambos pardmetros tensores de

segundo orden.

Las mediciones reologicas son conducidas imponiendo un esfuerzo definido y
midiendo la velocidad de corte resultante, o viceversa. La relacion entre ambos
eventos fisicos, define diferentes tipos de propiedades reolégicas (Heldman y Lund,
2007).

1.4.1 Clasificacién de materiales

Los materiales se clasifican de acuerdo a su comportamiento y propiedades
reologicas. El sélido ideal (de comportamiento elastico) y el fluido ideal (de

comportamiento viscoso), representan dos respuestas extremas de un material.

1.4.1.1 Fluidos

Un fluido ideal se deforma a una tasa constante bajo un esfuerzo aplicado y el material
no regresa a su configuracion original cuando éste es removido. El flujo de un material

viscoso simple es descrito por la ley de Newton, donde el esfuerzo de corte (t) es
17
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directamente proporcional a la velocidad de corte (y). Dicha proporcionalidad se indica
por medio de una constante, llamada viscosidad Newtoniana (), como se indica en la
ecuacion (1.11).

T=1nY (1.11)

Los fluidos se clasifican en Newtonianos y no Newtonianos. Los fluidos Newtonianos
son aquellos que obedecen a la ley de Newton, mientras que los fluidos no
Newtonianos se caracterizan por tener una relacion no lineal entre el esfuerzo de corte
y la velocidad de corte. Este tipo de fluidos pueden ser independientes o dependientes
del tiempo. En la Figura 1.7, se muestran los principales fluidos independientes del

tiempo.

a) b)

= «— Bingham = W

a2 o

Py Newtoniano a,

% P_.C" « Herschel — Bulkley

o 3]

qJ e

° a :

o o Dilatante

o seudoplastico o (Espesamiento

...q:'_J (Adelgazapfiento) .'Eu

7] 7]

- iy § Psswiapi;is?r’m
Dilatante = J (Adelgazamiento)
(Espesamiento)

Newtoniano ~
Velocidad de corte [1/s] Velocidad de corte [1/s]

Figura 1.7 Comportamiento de fluidos independientes del tiempo, con respecto al esfuerzo
de corte (a) y viscosidad aparente (b) (Steffe, 1996)
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En la Figura 1.7, se indica el comportamiento de los fluidos de Bingham y Herschel-
Bulkley. Los cuales se caracterizan por tener un esfuerzo inicial (t,), el cual
representa un esfuerzo finito requerido para comenzar a fluir. Dicho parametro juega
un papel muy importante en el disefio de procesos y aseguramiento de la calidad de
materiales. La diferencia entre ellos recae en que la relacion entre la velocidad de

corte y el esfuerzo de corte es lineal para el fluido de Bingham (Bird et al., 2002).

Los materiales que no requieren de tal esfuerzo inicial, se denominan como
pseudoplastico y dilatante, con la diferencia de que el pseudoplastico tiene un
decremento en su viscosidad conforme aumenta la velocidad de corte, y viceversa en

el dilatante.

Por otro lado, dentro de los fluidos dependientes del tiempo se encuentran los

reopécticos y tixotropicos, cuyo comportamiento se ilustra en la Figura 1.8.

Tixotropico

/

Independiente del
tiempo l

Esfuerzo de corte [Pa]

™

Reopéctico

Tiempo a velocidad de corte
constante [s]

Figura 1.8 Comportamiento de fluidos dependientes del tiempo (Steffe, 1996)
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En la Figura 1.8, se observa el comportamiento de los fluidos tixotropicos y
reopécticos; los tixotropicos muestran un decremento en el esfuerzo de corte y en la
viscosidad aparente a través del tiempo, mientras que los reopécticos muestran
incremento. Se puede decir que, la tixotropia se refiere al adelgazamiento y la

reopexia al espesamiento, ambas dependientes del tiempo (Steffe, 1996).

De manera independiente, se encuentran los fluidos viscoelésticos, los cuales tienen

caracteristicas tanto de fluido como de sélido (Steffe, 1996; Bird et al., 2002).

En la Figura 1.9 se indica de manera esquematizada la clasificacion de los materiales
anteriormente mencionados, en donde D.T. significa dependientes del tiempo e I.T.
independientes del tiempo, asi mismo, se indica la clasificacion de los materiales
denominados como solidos.

|

Fluido (Comp. viscoso) — —— Sdlido (Comp. eldstico) —
I.T.r ' ' '

Newtoniano ‘— No-Newtoniano No-Hookeano Hookeano

- DoT “L E— '
Tixotrépico Viscoelastico Elastico no lineal

Flujo ~ Herschel-Bulkley ;sci::igrio
estacionario ,

Figura 1.9 Clasificacion de acuerdo a comportamiento reolégico (Steffe, 1996)

1.4.1.2 Solidos

Un solido ideal se deforma de manera instantanea cuando una fuerza es aplicada y
regresa a su configuracién original de la misma forma cuando ésta es removida. Los

materiales elasticos ideales (Hookeanos) obedecen la ley de Hooke, donde el esfuerzo
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(r) es directamente proporcional a la deformaciéon (y). Dicha proporcionalidad se
indica por medio de una constante, llamada mdédulo (G), como se indica en la ecuacion
(1.12).

T=GYy (1.12)

Los solidos en los cuales no se mantiene dicha proporcionalidad, son denominados

no Hookeanos.

1.4.1.3 Materiales viscoelasticos

Como se menciond anteriormente, un material viscoelastico, es aquel que tiene
comportamiento tanto elastico, como viscoso. A continuacién, se nombran algunos
pardmetros que son de gran aplicabilidad para la interpretacion del comportamiento

de este tipo de materiales.

El modulo de pérdida (G ) representa la energia disipada durante la deformacion, es

decir, representa el caracter viscoso del material (Ec. 1.13).

T
G (w) = sins (1.13)

Yo

El médulo de almacenamiento (G), representa la energia almacenada durante la

deformacion, es decir, representa el caracter elastico del material (Ec. 1.14).

G'(w) = T—Ocos 1) (1.14)
Yo

Aplicando la notacion compleja, el modulo complejo (G*) se define como se muestra

en la ecuacion (1.15).
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G* = /(G')Z +(G")?

(1.15)

Al cociente de ambos maodulos, se le conoce como tangente de pérdida, propiedad

viscoelastica comunmente empleada (Ec. 1.16).

1
tand = — =
an G’ w Arel

(1.16)

La tendencia en que un material exhiba un comportamiento mas fluido o més elastico

con respecto al incremento de la frecuencia, puede ser examinada considerando la

dependencia de la frecuencia con respecto al angulo de fase (§). El maximo angulo

de fase que se puede presentar (r/2) es para los fluidos Newtonianos, mientras que

el minimo (0) es para sélidos Hookeanos, como se indica en la Figura 1.10.

& [rad]

15

1.0
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Fluido Newtoniano

A

Solucion diluida

Solucion concentrada

Solido Hookeano

N

o

Gel

| I

1 10

w [rad/s]

100

Figura 1.10 Variacion del angulo de fase con respecto a la frecuencia (Steffe, 1996)
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Las funciones de viscosidad mas apropiadas para materiales de este tipo, son las

mostradas en las ecuaciones (1.17) y (1.18).

w ( ' )
M— 8

Aplicando la notacion compleja, la viscosidad compleja (n*) se define como se muestra

= 0+ (1.19)

a continuacion:

1.4.2 Modelos reoldgicos

Existe una serie de ecuaciones, con las cuales es posible modelar el comportamiento
de los materiales sometidos a pruebas reoldgicas, las cuales se denominan modelos
reolégicos. En la Tabla 1.1 se muestran Unicamente los modelos reoldgicos para
fluidos no Newtonianos, empleados en el presente trabajo de investigacion (Steffe,
1996; Bird et al., 2002).

Tabla 1.1 Modelos reoldgicos para describir el comportamiento de fluidos no Newtonianos

Modelo Ecuacién

Ostwald-de Waele T=Kym

Herschel-Bulkley T=1,+ K"

Fuente: Steffe, (1996)
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Donde 7 se refiere al esfuerzo de corte (Pa), t, al esfuerzo de corte inicial, K al indice
de consistencia (Pa s"), y a la velocidad de corte (s*) y n al indice de comportamiento
reolégico (adimensional). La interpretacion del valor de este ultimo pardmetro es de
suma importancia para la determinacion del comportamiento, donde n = 1 indica un
comportamiento Newtoniano, donde n < 1 indica un comportamiento pseudoplastico y
n > 1 un comportamiento dilatante. De igual manera, cabe recalcar la presencia del
parametro 7, en el modelo de Herschel-Bulkley, marcando la diferencia con respecto
al modelo de Ostwald-de Waele, indicando un valor de esfuerzo necesario para que

dicho fluido comience a fluir (Steffe, 1996).

1.4.3 Variacion de la viscosidad con respecto a la temperatura

Normalmente, en los liquidos, la viscosidad disminuye conforme la temperatura
aumenta. La ecuacion de Arrhenius (1.20), permite evaluar la relacién entre ambos
parametros, e indica que la viscosidad disminuye con el aumento de temperatura. Esto
es, puesto que las fuerzas viscosas son superadas por la energia cinética conforme

aumenta la temperatura (Steffe, 1996).

Ea

Nap = Mo eRrT (1.20)

La energia de activacion, Ea, es una medida del umbral de energia que se debe vencer
para que el ordenamiento de moléculas en el fluido se modifiqgue para fluir. Este
parametro se refiere a la cantidad de energia que debe absorber el fluido para que los

empaquetamientos de moléculas muestren alineacion.

1.4.4 Reometria

Un redmetro es un instrumento que mide las propiedades reolégicas de un material.

Las mediciones en el redmetro se pueden realizar tanto en estado estacionario como
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en dindmico; donde el estacionario se emplea para fluidos y el dinamico se emplea

principalmente para solidos y materiales viscoelasticos. La grafica que muestra la

relacion de propiedades reoldgicas, se llama reograma.

Las configuraciones de geometrias mas empleadas son plato-plato, cono-plato,

cilindros concéntricos y agitadores, dependiendo de las caracteristicas de la muestra

a analizar. El estado estacionario se evallia por medio de pruebas rotacionales, como

se muestra en la Figura 1.11.

P,
-+ Plato rotacional
hL Muestra

I 7' estacionario

Figura 1.11 Esfuerzo rotacional entre platos

Asimismo, las mediciones se llevan a cabo de acuerdo a los parametros constantes y

variables a considerar, que pueden ser de las cuatro maneras que se indican en la

Tabla 1.2.

Tabla 1.2 Esquemas de pruebas rotacionales

Barrido de Rampade Rampade
Parametro _ :
velocidad temperatura tiempo
Velocidad de corte (y) Variable Constante Constante
Temperatura (T) Constante Variable Constante
Tiempo (t) Constante Constante Variable
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Por otro lado, el estado dinamico se evallua por medio de pruebas oscilatorias, en

donde las muestras estan sujetas a esfuerzos armoénicos (Figura 1.12).

L sin(wt)
I—’L—b
5 Plato oscilatorio
hL Muestra
I ©I2'0 estacionario

Figura 1.12 Esfuerzo oscilatorio entre platos (Steffe, 1996)

Es el método mas comun en el estudio del comportamiento de los materiales
viscoelasticos. Los resultados obtenidos en este tipo de pruebas, son muy sensibles a
la composicién quimica y estructura fisica de las muestras. Asimismo, las mediciones
se llevan a cabo de acuerdo a los parametros constantes y variables a considerar, que

pueden ser de las cuatro maneras que se indican en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3 Esquemas de pruebas oscilatorias

Barrido de Barrido de Rampa de Rampa de
Parametro , . .
amplitud frecuencia temperatura tiempo
Deformacion o amplitud (y) Variable Constante Constante Constante
Frecuencia (w) Constante Variable Constante Constante
Temperatura (T) Constante Constante Variable Constante
Tiempo (1) Constante Constante Constante Variable

Es importante recalcar que, al trabajar con pequefias amplitudes (SAOS, por sus siglas

en inglés) en el barrido de amplitud, se evalia el comportamiento en el rango
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viscoelastico lineal, en donde no existe una deformacion a la estructura interna del

material (Heldman et al., 2007).

En cuanto a estudios reoldgicos se refieren, Mechetti et al. (2011) realizaron estudios
de las caracteristicas reoldgicas de muestras de melaza de cafia de azucar a las
temperaturas de 20, 30, 40 y 50°C. En base a su comportamiento, concluyeron que la
mayoria de los casos corresponden a un fluido pseudoplastico descrito
adecuadamente por el modelo de Ostwald—de Waele. Los valores del indice de flujo
menores que la unidad, confirmaron la pseudoplasticidad. A partir de la ecuacion de
Arrhenius determinaron la energia de activacion. Investigaron las propiedades
viscoelasticas, para lo cual se realizaron estudios dinamicos oscilatorios en barrido de
esfuerzo de corte y en barrido de frecuencia. Del comportamiento de los parametros

viscoelasticos, concluyeron que las muestras presentan caracteristicas viscoelasticas.

Astolfi-Filho et al. (2011) evaluaron el comportamiento reolégico de melaza en un
rango de temperaturas de 277K a 373K, empleando un viscosimetro con geometria
cono-plato. Encontraron que el comportamiento pertenece a fluidos newtonianos,
ajustandose adecuadamente al modelo de Newton. Emplearon la ecuacion de
Arrhenius para modelar exitosamente la dependencia de la viscosidad con la

temperatura. También calcularon factores de friccion.

Velazquez (2010) estudio el efecto de la composicion quimica de las vinazas en el
comportamiento reoldgico de los residuos de produccion de alcohol como
biocombustible, de una industria mexicana y otra brasilefia. Encontré que la vinaza
mexicana se comporta de acuerdo al modelo de Herschel-Bulkley y Carreau, mientras
gue la brasilefia present6 comportamiento reolégico dilatante y sin cambio significativo

por variacion en la temperatura.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia general

En la Figura 2.1 se presenta la metodologia general que se siguid para el cumplimiento

de los objetivos planteados.

Revision bibliografica

Caracterizacion reologica

p - '-\ " i . -
( ! - L “ *  Viscosidad aparente, 1]
Caracterizacion fisicoguimica Obtencién de muestras *  Viscosidad compleja, 1) *
+  indice de consistencia, K
4 » (melaza, mosto y ¢ b P o !
-pH -85T destilado) * |ndice reclogico, n
- Densidad 55\ | | *  Mddulo elastico, G
- Azdcares -DOo ) 3 i *  Modulo viscose, G
- Dextranas ( . | . .
Determinacidn de punto Estado estacionario y
" y isoeléctrico *._oscilatorio.
F
1t N . P + 1
L (Separacion) *
Hidralisis enzimatica
> ‘

{Degradacion)

Empleo de disefio de
axperimentos

¥

Analisis de resultados

Figura 2.1 Diagrama de bloques de metodologia para caracterizaciéon, separacion y/o
biodegradacion de hidrocoloides

El primer paso del proyecto consistio en llevar a cabo una revision bibliografica
relacionada con la tematica planteada. Principalmente, la informacion se obtuvo de
libros, asi como de investigaciones dadas a conocer a través de trabajos de tesis y

articulos publicados en revistas especializadas. Resulta imprescindible que la revision
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bibliografica se realice de manera constante, y cada vez mas especifica, a lo largo del

proyecto.

2.2 Obtencion de muestras

Se emplearon muestras donadas por una industria alcoholera de Orizaba, Veracruz,
de nombre Alimentos Tenerife, empresa perteneciente a Grupo Baltico. Para definir
las muestras representativas a emplear en el proyecto y recabarlas, fue necesario
realizar visitas a la industria, las cuales se hicieron de manera constante y periddica a
lo largo de la duracion del programa. Se determind que las muestras a someter a
estudio serian melaza, mosto fresco, mosto muerto, material incrustado (el cual sera
llamado incrustacion) en la columna mostera de destilacion, y finalmente, destilado o

bioetanol impuro; siendo un total de cinco muestras a analizar.

Es importante mencionar que, Unicamente existio restriccion de fecha para solicitar la
muestra de la incrustacion, debido a que fue necesario retirar la muestra del interior
de la columna en los paros programados, los cuales normalmente son realizados con
una frecuencia semestral. Para el resto de las muestras no existié restriccion, ya que
la empresa opera todo el afio, sin importar la época de zafra, debido a que cuentan

con reservas suficientes de melaza.

2.3 Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion de propiedades fisicas y quimicas de las cinco muestras fue llevada
a cabo con la finalidad de obtener informacion fundamental sobre su composicion
guimica y sus propiedades fisicas en los distintos puntos del proceso de produccién
de bioetanol. Para su realizacién, se siguieron principalmente técnicas establecidas
por la Sociedad Mexicana de Normalizacion y Certificacion S.C. (NORMEX), Standard

Methods y Association of Analytical Communities (AOAC), las cuales se indican en la
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Tabla 2.1.

Laboratorio de Procesos de Posgrado, contando ademas con apoyo del Laboratorio

Para llevar a cabo las técnicas, se emplearon los equipos del propio

de Ambiental Il de Posgrado para el préstamo de centrifuga, del Laboratorio de
Alimentos de Posgrado para ejecutar el método de Kjeldahl, asi como de un laboratorio

externo para determinacion por HPLC.

Tabla 2.1 Técnicas, métodos y/o normas para caracterizacion fisicoquimica

Parametro Técnica / Método
pH Potenciometria
Densidad Picnometria
Azlcares Método de Fehling
reductores
NMX-F-476-SCFI-2011. Método para la determinacion de dextrana
en azlcares y materiales azucarados.
Dextranas AOAC Official Method 988.12 Dextran in Raw Cane Sugar. Roberts
Copper Method.
HPLC
Humedad Gravimetria
Viscosidad Reometria
Proteinas Método de Kjeldahl
SSt 2540 Solids. Standard Methods.
SSv 2540 Solids. Standard Methods.
DQOs 5220 D Chemical Oxygen Demand (COD). Standard Methods.
DQO+ 5220 D Chemical Oxygen Demand (COD). Standard Methods.
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Para realizar algunas determinaciones, se requirid hacer disoluciones de las muestras
de melaza e incrustacion, dado su estado fisico e intensidad de color, siendo éstas de

1:80 y 1:40, respectivamente. Cada determinacion se hizo con réplica.

2.4 Caracterizacién reoldgica

La caracterizacion de propiedades reolégicas de las cinco muestras, fue llevada a cabo
con la finalidad de obtener informacién fundamental sobre su comportamiento en los

distintos puntos del proceso de produccion de bioetanol.

Para llevar a cabo el andlisis reoldgico, se empled el redbmetro Anton Paar modelo
MCR 301, del cuerpo de equipos que conforman el Laboratorio de Procesos de
Posgrado del Instituto Tecnolégico de Orizaba; asimismo, se hizo uso del software
Rheoplus/32 V2.81 instalado en la PC acoplada al sistema del reémetro y bafio
termostéatico Julabo F25. En la Figura 2.2 se muestran los equipos anteriormente

mencionados.

Figura 2.2 a) Bafio termostético Julabo F25 b) Re6metro Anton Paar modelo MCR 301

Dicha caracterizacion, se realizdé en régimen estacionario (rotacional) y en régimen
dindmico (oscilatorio). Primeramente, fue necesario definir la geometria mas apta para

cada muestra, tal como se indica en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2 Sistemas de geometrias y Peltier empleados para caracterizacion reoldgica de

cada muestra

Muestra Geometria Peltier
Cono Plato
Melaza
(CP50-2/TG-SN6659) (P-PTD200/TG-SN80091455)
Agitador Cuba
Mosto fresco
(ST22-4V-40-SN10120) (C-PTD200-SN80123149)
Agitador Cuba
Mosto muerto
(ST22-4V-40-SN10120) (C-PTD200-SN80123149)
» Cono Plato
Incrustacion
(CP25-2/TG-SN6614) (P-PTD200/TG-SN80091455)
Cilindro Cuba

Destilado impuro
(CC27/T200/AL-SN9337)

(C-PTD200-SN80123149)

En la Figura 2.3 y Figura 2.4, se muestran las diferentes geometrias y sistemas Peltier,

respectivamente, mencionados en la Tabla 2.2.

Figura 2.3 Geometrias para caracterizacion reolégica (de izquierda a derecha: agitador
ST22-4V-40-SN10120, cono CP50-2/TG-SN6659, cono CP25-2/TG-SN6614 y cilindro

CC27/T200/AL-SN9337)
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Figura 2.4 Sistemas Peltier para caracterizacion reoldgica (a) cuba C-PTD200-SN80123149
y b) plato P-PTD200/TG-SN80091455)

Posteriormente, se realizaron analisis reoldgicos en régimen estacionario (rotacional),
segun las condiciones reales de operacion de cada muestra, en donde se fijaron los
rangos de las variables de control (T y y) y se definieron las variables de respuesta (t
y n). Con dichos analisis, fue posible describir el comportamiento observado a través

de los diferentes modelos reol6gicos. Lo anterior, se muestra en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3 Andlisis en régimen estacionario a temperatura constante para caracterizacion

reolégica
Muestra Temperatura [°C] Velocidad de corte [1/s]
Melaza 25y 35 0-1000
Mosto fresco 25 0-1000
Mosto muerto 25y 90 0-1000
Incrustacion 25 0-1000
Destilado Impuro 25y 90 0-1000

También, se hicieron analisis con rampa de temperatura, de modo que se asimilara al
efecto del cambio en la temperatura en el proceso real. Dicha rampa se hizo de 20 °C

a 90 °C y en estado estacionario, para el caso del mosto muerto.
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En el estado dinamico, se realizaron barridos de amplitud y de frecuencia para la

muestra de incrustacion, como se indica en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4 Andlisis en régimen dinamico a temperatura constante para caracterizacion

reolégica
Pardmetro Barrido de amplitud Barrido de frecuencia
Temperatura [°C] 25 25
Amplitud [%0] 0.1-1000 10
Frecuencia [1/s] 10 0.1-100

Todos los andlisis fueron realizados con réplica y sometidos a analisis de regresion,

para determinar el modelo mas adecuado para describir su comportamiento.

2.5 Determinacion de punto isoeléctrico

La determinacion del punto isoeléctrico se hizo en primer lugar para soluciones
estandar de dextrana (1% y 6%, ambas concentraciones expresadas en m/v), para
gue, una vez determinado en ellas, se procediera a las muestras de mosto fresco y
mosto muerto, a través de la interpretacion de la curva de titulacién, manteniendo una
agitacion constante y variando el pH de la muestra por medio de acido y base titulante

(HCI 0.1N y NaOH 0.1N), de modo que se logre su precipitacion.

Posteriormente, se medio el pH en el que ésta fue presentada y la cantidad gastada
de acido o base titulante. Una vez precipitado, se caracterizé el contenido de

dextranas para corroborar o descartar su presencia en ambas partes.

2.6 Hidrdlisis enzimatica

Para degradar la dextrana presente en las muestras, se llevo a cabo una reaccion de

hidrolisis enzimatica, en donde se empled la endoenzima dextranasa comercial de
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origen fungal (Dextranfree de la marca ENMEX), diluida en una relacion de 1:5 con

agua (dilucion recomendada por el fabricante).

Se empled un disefio factorial de tres factores con dos niveles (2°) completamente
aleatorizado y con réplica, para mosto fresco y mosto muerto, en donde se evaluo el

contenido de dextranas y viscosidad, siendo éstas las variables de respuesta.

En la Tabla 2.5 se muestran los factores y niveles considerados, manteniendo como

constantes el tiempo de reaccion (2 h) y la agitacién (167 rpm).

Tabla 2.5 Factores y niveles para disefio factorial de hidrélisis enzimatica

Niveles del factor

Factor
Bajo (-1) Alto (+1)
A: sustrato MF MM
B: [E-S] 1:10 1:100
C:T 25°C 40°C

Por otro lado, se realizaron las cinéticas enzimaticas de los mejores resultados en
cuanto a mayor reduccion de viscosidad y contenido de dextrana; esto, por un tiempo
de 5 h.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion fisicoquimica

Una vez que se obtuvieron las muestras provistas por Alimentos Tenerife, se procedio

a caracterizar cada una de ellas en cuanto a sus caracteristicas fisicoquimicas, tal y

como se indica en la seccién 2.3 Caracterizacion fisicoquimica, del Capitulo 2 del

presente trabajo de tesis. En la Tabla 3.1, se muestran los resultados promedio

obtenidos.
Tabla 3.1 Resultados de caracterizacion fisicoquimica de muestras
Mosto Mosto . ;
Propiedad Unidad Mel{/?za fresco muerto Incrusltauon Des'iljlado
(M) MF) (M) 0 (D)
pH [ 5.540 5.180 5.170 5.020 4.630
SSr [g/L] 68.860 9.130 7.660 43.370 0.152
SSv [a/L] 59.380 5.990 4.870 9.440 0.000
Humedad [%0] 2.850 76.600 91.390 39.940 NA
Viscosidad [Pas] 2.145 0.026 0.019 0.589 0.004
Densidad  [g/mL) 1.352 1.033 0.992 1.291 0.901
Proteinas [%0] 3.676 1.082 1.045 0.198 NA
Azlcares [g/L] 220.545 46.774 26.485 0.000 NA
reductores
DQOr [g/L] 1133.148  114.720 114.320 485.758 NA
DQOs [a/L] 885.055 101.030 107.390 137.421 NA
Dextrana [ppm] NA 491.650 352.785 235,523.224 NA
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Es posible observar que el pH se mantiene constante conforme transcurre el proceso
de produccion de bioetanol, obteniendo el valor minimo de 4.630 en el destilado, y el
valor maximo de 5.540 en la melaza. Lo anterior concuerda con el valor de pH (5.5)
donde se ha observado la maxima actividad de la enzima dextranasa (Mohanad et al.,
2013).

Los sdlidos suspendidos totales (SSt), comienzan con una concentracion alta de
68.860 g/L en la melaza y se reduce a 0.152 g/L en el destilado. Se infiere que como
es destilado impuro, puesto que es el proveniente de la primera columna de
destilacién, quedan todavia sélidos solubilizados, por lo que requiere la posterior etapa
de rectificacién. La muestra de incrustacion presentd niveles altos de concentracion
de 43.370 g/L, de lo cual se infiere que, con cada lote de destilacién, los sélidos se
depositan e incrustan en la pared interna de la columna. Por otro lado, la
concentracion de SSt disminuye conforme se lleva a cabo la produccion de alcohol,
pasando de un valor de 9.130 g/L en el mosto fresco a un valor de 7.660 g/L en el

mosto muerto.

Los solidos suspendidos volatiles (SSv), comienzan con una concentracion alta de
59.380 g/L en la melaza y se reduce a cantidades nulas en el destilado, debido a que

han sido completamente volatilizados en la primera columna de destilacion.

Se observo humedad alta tanto en el mosto fresco (76.60%) como en el mosto muerto
(91.39%). Tales resultados concuerdan con el hecho de que los mostos son

preparados a base de diluciones para llevarse a cabo la fermentacion.

La viscosidad comienza con un valor alto de 2.145 Pa s en la melaza y se reduce al
valor minimo de 0.004 Pa s en el destilado. La muestra de incrustacion presentd una
viscosidad de 0.589 Pa s. En la Seccion 3.2, se discute con mayor profundidad este

parametro a través de Reologia.

Las muestras que resultaron tener una mayor densidad fueron la melaza con un valor

de 1.352 g/mL y la incrustacion con 1.291 g/mL.
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El contenido de proteinas resulté bajo, siendo menor a 3.676%, siendo este ultimo el

valor presentado en la muestra de melaza.

La muestra de melaza fue la que presentd una alta concentracion de azucares
reductores, siendo ésta de 220.545 g/L, la cual va disminuyendo conforme dicha
muestra se convierte en mosto fresco y posteriormente mosto muerto. Dicha
reduccién estd dada por el proceso de fermentacién de azlcares, en este caso de

glucosa y fructosa, aunque el principal aztucar fermentado en el proceso es sacarosa.

Se observaron altas cargas de Demanda Quimica de Oxigeno, tanto total como soluble
(DQOT y DQOs), obteniéndose los valores mas altos en las muestras de melaza,
1133.148 g/L y 885.055 g/L, respectivamente, lo cual refleja el nivel importante de

materia organica contenida en dicho subproducto de la industria azucarera.

Por ultimo, se determiné el contenido de dextranas en las muestras de interés, en
donde el resultado obtenido de la muestra de incrustacion fue de 235,523.224 ppm
(23.5%) considerandose una concentracién alta con respecto a mosto fresco y mosto
muerto, con resultados de 491.650 ppm y 352.785 ppm, respectivamente. Se concluye
que la concentracion de dextrana presente en el mosto fresco (0.049<0.3%) no
impacta directamente en la capacidad de llevarse a cabo el proceso de fermentacion
(Widayati y Murdiyatmo, 1994).

Se concluye que la alta concentracion de dextranas en la muestra de incrustacion, se
debe a que dichos compuestos se van concentrando en el interior de la columna
conforme se destila el flujo de mosto muerto que ingresa, siendo algunos causantes
de tal fendmeno su influencia sobre la viscosidad, su afinidad quimica hacia el material

de construccién (acero inoxidable T-304) y su alto peso molecular (Kaur y Kaler, 2008).

3.2 Caracterizacion reolégica

Las cinco muestras fueron sometidas a diversas pruebas, de acuerdo a lo indicado en

la seccion 2.4. Los datos obtenidos, fueron empleados para generar reogramas
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representativos de su comportamiento, calcular parametros de interés, asi como para

ajustar diferentes modelos.

3.2.1 Caracterizacién reoldgica de melaza

La melaza fue sometida a pruebas en estado estacionario, a 25°C y 35°C,

representando sus condiciones reales de almacenamiento y operacion en el proceso.

En la Figura 3.1 se observa el reograma que muestra la relacion entre velocidad de
corte contra el esfuerzo de corte, mientras que en la Figura 3.2 se muestra el reograma

gue indica el cambio de viscosidad con respecto a la velocidad de corte.
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Figura 3.1 Reograma de velocidad de corte contra esfuerzo de corte de muestras de melaza
a25°Cy 35°C
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De la Figura 3.1, es posible observar que a 35°C la melaza tiene comportamiento
Newtoniano (Ec. 1.11), donde n representa una constante de proporcionalidad entre

el esfuerzo de corte aplicado sobre el fluido y su correspondiente velocidad de corte.
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Figura 3.2 Reograma de velocidad de corte contra viscosidad de muestras de melaza a
25°Cy 35°C

A 25°C se observa un comportamiento pseudoplastico (n < 1), ajustandose al modelo
de Ostwald-de Waele (Tabla 1.1). Los pardmetros representativos de ambos casos
son presentados en la Tabla 3.2 y Tabla 3.3, respectivamente, mientras que los

modelos experimentales se indican en las ecuaciones (3.1) y (3.2).

Tabla 3.2 Parametros de modelo reoldgico experimental de Ostwald-de Waele para melaza

a 25°C
Modelo K [Pa s"] n[-] R?
Ostwald-de Waele 4,999 0.863 0.997
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T = 4.999 03863 (3.1)

Los resultados obtenidos para la muestra de melaza a 25°C, concuerdan con aquellos
reportados en la literatura, en donde concluyen un comportamiento pseudopléstico
para muestras de melaza de cafia de azlucar a 20°C, ajustandose igualmente al
modelo de Ostwald-de Waele (Mechetti et al., 2011).

El parametro n, asi como el coeficiente de determinacion del ajuste del modelo se
indican en la Tabla 3.2. Es importante recalcar que la muestra alcanza una viscosidad

constante de 0.850 Pa s a partir de 500 1/s, tal y como se muestra en la Figura 3.2.

Tabla 3.3 Parametros de modelo reoldgico experimental de Newton para melaza a 35°C

Modelo 1 [Pas] R?
Newton 0.878 0.986
T=08787 (3.2)

La pseudoplasticidad observada a 25°C, decrementa conforme aumenta la
temperatura, tendiendo a presentarse un comportamiento Newtoniano (Kaur y Kaler,
2008); de igual manera, los resultados obtenidos a 35°C, concuerdan con aquellos
reportados en la literatura, en donde concluyen un comportamiento Newtoniano para

muestras de jugos de cafa a 32°C (Astolfi-Filho et al. 2011).

3.2.2 Caracterizacién reolégica de mosto fresco

El mosto fresco fue sometido a pruebas en estado estacionario a 25°C. En la Figura
3.3 se observa el reograma que muestra la relacion entre velocidad de corte contra el
esfuerzo de corte, mientras que en la Figura 3.4 se observa el reograma que indica el

cambio de viscosidad con respecto a la velocidad de corte.
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Figura 3.3 Reograma de velocidad de corte contra esfuerzo de corte de muestras de mosto
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Figura 3.4 Reograma de velocidad de corte contra viscosidad de muestras de mosto fresco

a 25°C
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De la Figura 3.3, es posible observar que a 25°C el mosto fresco tiene comportamiento
de fluido dilatante (n> 1), incrementando su viscosidad conforme aumenta la

velocidad de corte, tal y como se muestra en la Figura 3.4.

Su comportamiento se ajusté al modelo de Herschel-Bulkley (Tabla 1.1), con los
parametros y coeficiente de determinacién que se muestran en la Tabla 3.4, mientras

gue el modelo experimental se indica en la ecuacién (3.3).

Tabla 3.4 Pardametros de modelo reoldgico experimental de Herschel-Bulkley para mosto
fresco a 25°C

Modelo Ty [Pa] KHB [Pa Sn] n ['] RZ
Herschel-Bulkley 0.117 3.118 x 10 1.719 0.995
T=0.117 + 3.118x10~* 1719 (3.3)

3.2.3 Caracterizacién reolégica de mosto muerto

El mosto muerto fue sometido a pruebas en estado estacionario, a 25°C y 90°C,

representando sus condiciones reales de operacién en el proceso de produccion.

En la Figura 3.5 se observa el reograma que muestra la relacién entre velocidad de
corte contra el esfuerzo de corte, mientras que en la Figura 3.6 se observa el reograma

gue indica el cambio de viscosidad con respecto a la velocidad de corte.

De la Figura 3.5, es posible observar que a ambas temperaturas el mosto muerto
presenta comportamiento de fluido dilatante (n > 1), incrementando su viscosidad

conforme aumenta la velocidad de corte, tal y como se muestra en la Figura 3.6.
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Dicho comportamiento dilatante se ajustd al modelo de Herschel-Bulkley (Tabla 1.1)
con los parametros y coeficientes de determinacién que se muestran en la Tabla 3.5,

mientras que los modelos experimentales se indican en las ecuaciones (3.4) y (3.5).

Tabla 3.5 Parametros de modelo reolégico experimental de Herschel-Bulkley para mosto

muerto
T [°C] 7o[Pa] K [Pa s"] n[-] R?
25 0.072 1.326 x 10* 1.815 0.986
90 0.072 5.633 x 10°® 1.882 0.990
7= 0.072 + 1.326x107* y181% (3.4)
T =0.072 + 5.633x105 ;71882 (3.5)

Es importante hacer notar que a ambas temperaturas se requiere el mismo esfuerzo
de corte inicial para que el mosto muerto comience a fluir, sin embargo, se observa
gue a 25°C presenta una viscosidad mayor (Figura 3.6), la cual disminuye a 90°C;

marcando esto la diferencia entre ambos modelos experimentales.

Cabe destacar las diferencias reoldgicas observadas entre ambos mostos, esto es,
antes y después de la fermentacion. La viscosidad del mosto a 25°C disminuyé al
llevarse a cabo este proceso, empezando el mosto fresco con un valor de 0.026 Pa s
y terminando el mosto muerto con un valor de 0.019 Pa s (Tabla 3.1). De igual manera,
se observa un decremento en el valor de t,, pasando de un valor de 0.117 Pa (Ec.

3.3) en el mosto fresco a un valor de 0.072 Pa (Ec. 3.4) en el mosto muerto,
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requiriéendose después de la fermentacion un menor esfuerzo de corte inicial para que

el mosto comience a fluir.

3.2.3.2 Efecto de temperatura

El mosto muerto es la materia prima que entra a la etapa de destilacién, comenzando
por la columna mostera; por lo tanto, para conocer su comportamiento dentro de ella,
es de suma importancia tomar en cuenta la influencia que tiene la variacion de

temperatura sobre la viscosidad, lo cual se ilustra en la Figura 3.7.

| —o— In viscosidad

-39 —

(Pas)

4.1 -

4.2 —

In (viscosidad )

——y=-6.5302 + 0.77868x R=0.9984

44 —-O -

45 i i i i i i i
2.7 2.8 2.9 3 3.1 3.2 3.3 3.4 35
Temperatura (L/K) x 10°

Figura 3.7 Reograma de temperatura contra viscosidad, con ajuste a la ecuacion linealizada
de Arrhenius

En la Figura 3.7, se observa la ecuacion lineal (3.6) que se ajusté a los valores del
analisis.

y = 778.664x1073 x — 6.530 (3.6)
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De la ecuacion (3.6) es posible determinar los parametros mostrados en la Tabla 3.6,

los cuales se ven indicados posteriormente en la ecuacion (3.7) de Arrhenius.

Tabla 3.6 Pardmetros experimentales de ecuacion de Arrhenius para mosto muerto

In(n) [Pa s] no [Pas] Ea cal cal R?
— K —
R K] R [gmol K] Ea [gmol]
-6.530 0.022 778.664 1.987 1547.361 0.998
1547.361] cal

gmol
Nap = 0.022[Pasle” ’T (3.7)

El valor calculado de energia de activacion fue de 1547.361 cal/g mol. Entre mas alto
es el valor de la energia de activacion, mayor es el efecto de la temperatura, en este

caso, sobre la viscosidad (Astolfi-Filho et al., 2011).

La viscosidad de un fluido estd en funcion de las fuerzas intermoleculares que
restringen el movimiento molecular. A mayor temperatura, la energia térmica de las
moléculas aumenta con el incremento del espacio intermolecular, causando reduccion
de dichas fuerzas intermoleculares y la interaccion entre particulas, provocando asi,

reduccion de la viscosidad (Hasan y Nurhan, 2004).

3.2.4 Caracterizacién reoldgica de incrustacion
3.2.4.1 Estado estacionario o rotacional

El material incrustado en la columna mostera de destilacion fue sometido a pruebas
en estado estacionario a 25°C. En la Figura 3.8 se observa el reograma que muestra

la relacion entre velocidad de corte contra el esfuerzo de corte, mientras que en la
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Figura 3.9 se observa el reograma que indica el cambio de viscosidad con respecto a

la velocidad de corte.

De la Figura 3.8, es posible observar que, a dichas condiciones, el material de
incrustacion  presenta comportamiento de fluido pseudoplastico (n<1),
decrementando su viscosidad conforme aumenta la velocidad de corte, tal y como se

muestra en la Figura 3.9.
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o
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S0 [ o ]
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Figura 3.8 Reograma de velocidad de corte contra esfuerzo de corte de muestras de
incrustacion a 25°C

Dicho comportamiento se ajusté al modelo de Herschel-Bulkley (Tabla 1.1) con los
parametros y coeficiente de determinacion que se muestran en la Tabla 3.7, mientras

gue el modelo experimental se indica en la ecuacién (3.8).
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Figura 3.9 Reograma de velocidad de corte contra viscosidad de muestras de incrustacion a
25°C

Tabla 3.7 Parametros del modelo experimental de Herschel-Bulkley para incrustacion a

25°C
Modelo TuB [Pa] KHB [Pa Sn] n ['] RZ
Herschel-Bulkley 3.022 27.591 0.377 0.938
T =3.022 + 27.591 y°377 (3.8)

Dado su comportamiento pseudoplastico, se procedié a evaluar la muestra en el
régimen oscilatorio, para entonces determinar otros parametros viscoelasticos de

interés.
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3.2.4.2 Estado dinamico u oscilatorio

La muestra de incrustacion fue sometida a pruebas oscilatorias, tanto de barrido de
amplitud como de frecuencia angular, cuyos resultados se muestran en la Figura 3.10

y Figura 3.11, respectivamente.
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Figura 3.10 Reograma de amplitud contra médulo de almacenamiento y modulo de pérdida
para incrustacion a 25°C

De la Figura 3.10, es posible concluir que no se presento linealidad a partir de la
amplitud de 0.1%, debido a que no se observa ningun rango lineal, significando que la
muestra sufrié deformaciones en su estructura interna a lo largo de la prueba. Por otro
lado, de la Figura 3.11 se concluye que el médulo de almacenamiento (G") resultd
mayor que el médulo de pérdida (G™") antes de la interseccién, significando esto un
comportamiento elastico a pequefias frecuencias y un comportamiento viscoso a
mayores frecuencias. Este comportamiento refleja la alta presencia de interacciones

intermoleculares.
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Figura 3.11 Reograma de frecuencia angular contra médulo de almacenamiento y médulo
de pérdida para incrustacion a 25°C

Es de suma importancia destacar el punto de cruce de ambos maddulos, el llamado
punto de cedencia donde G’'=G”, en la prueba de barrido de frecuencia angular (Figura
3.11). Ambos modulos intersectan en un valor de 26.925 Pa, arrojando un valor del
punto de cedencia de 38 1/s. Lo anterior, se indica con una linea punteada horizontal
y vertical, respectivamente, en la Figura 3.11. Del mismo punto, es posible calcular el
tiempo de relajacion de Giesekus, por medio de la inversa (1/4, ), obteniendo un valor
de 0.026 s (Rogers y Lettinga, 2012).

Se infiere que el comportamiento viscoelastico se presenta debido al contenido de
dextrana en la incrustacion, que es de 235,523.224 ppm, ademas del alto contenido
de solidos (SSt) de 43.370 g/L, como se muestra en la Tabla 3.1. Dicha conclusién
concuerda con lo reportado en la literatura, en donde la viscoelasticidad se ve afectada

por la concentracién de solidos para el caso de lodos de aguas residuales (Liu et al.,
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2016). Las caracteristicas de adhesividad de la dextrana, su afinidad quimica hacia el
material de construccion, su alto peso molecular y contenido, constituyen las causas
principales de la formacion del material incrustado, generando problemas dentro del
proceso; tal y como se reporta en la literatura (Kaur y Kaler, 2008).

En la Figura 3.12 se muestra la relacion de los médulos de almacenamiento y de

pérdida con respecto a la tangente de su cociente (§).
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Figura 3.12 Reograma de frecuencia angular contra médulo de almacenamiento, médulo de
pérdida y tangente de angulo de fase

El decremento en la tangente del angulo de fase indica la transicion hacia un
comportamiento mayormente elastico (Steffe, 1996); por lo que, de la Figura 3.12 se
concluye que la muestra de incrustacion a 25°C va adquiriendo un comportamiento
mayormente viscoso, ya que la tangente del angulo de fase aumenta conforme se
incrementa la frecuencia angular. De igual manera, se observa que, en el punto de
cruce de ambos maodulos, el valor de la tangente del angulo de fase es exactamente
igual a 1, corroborando asi la igualdad planteada por la ecuacion (1.16).
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Figura 3.13 Reograma de frecuencia angular contra angulo de fase

Por otro lado, es posible concluir a partir de la Figura 3.13, que la muestra analizada
se comporta como una solucion diluida (Steffe, 1996), conforme lo indicado en la
Figura 1.10 del Capitulo 1, mostrando valores altos de & a bajas frecuencias (fluido)

y valores bajos de § a frecuencias altas (s6lido).

3.2.5 Caracterizacién reoldgica de destilado impuro

El destilado fue sometido a pruebas en estado estacionario, a 25°C y 90°C. En la
Figura 3.14 se observa el reograma que muestra la relacion entre velocidad de corte
contra el esfuerzo de corte, mientras que en la Figura 3.15 se observa el reograma

gue indica el cambio de viscosidad con respecto a la velocidad de corte.

De la Figura 3.14, se observa que a 25°C el destilado presenta un comportamiento
dilatante (n > 1), ajustdndose al modelo de Herschel-Bulkley (Tabla 1.1), cuyos

parametros y coeficiente de determinacion se indican en la Tabla 3.8 y ecuacion (3.9).
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Por otro lado, es posible observar que a 90°C el destilado presenta comportamiento
Newtoniano (Ec. 1.11), alcanzando una viscosidad constante de 1.4 x 10 Pa s a partir
de 500 1/s, tal y como se muestra en la Figura 3.15, y cuyos pardmetros
experimentales y coeficiente de determinacion se indican en la Tabla 3.9 y ecuacion
(3.10).

Se observa claramente, que el comportamiento reoldgico del destilado se ve afectado
por el efecto de la temperatura; conforme aumenta la temperatura, la muestra tiene a

comportarse como fluido Newtoniano y disminuye su viscosidad.

Tabla 3.8 Parametros del modelo experimental de Herschel-Bulkley para destilado a 25°C

Modelo TuB [Pa.] KHB [Pa. Sn] n ['] RZ
Herschel-Bulkley 0.116 3.916 x 10° 1.741 0.999
7 =0.116 + 3.916x105y1741 (3.9)

Tabla 3.9 Parametros del modelo experimental de Newton para destilado a 90°C

Modelo 1 [Pa s] R?
Newton 1.4x103 0.961
T=14x10"3y (3.10)

3.3 Determinaciéon de punto isoeléctrico

En las Figuras 3.16 y 3.17 se muestran las curvas de titulacion de la solucién de

dextrana a 1% y 6% m/v, en medio basico y acido, respectivamente.
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Figura 3.16 Curvas de titulacién en medio basico de soluciones de dextrana a 1% y 6% m/v
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Figura 3.17 Curvas de titulacién en medio &cido de soluciones de dextrana a 1% y 6% m/v
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En las diferentes soluciones empleadas de dextrana y en ambos medios, no se
presento precipitacion alguna para su posterior separacion. Dicho punto, se corrobora
con la informacién consultada en la literatura, donde se confirma que la estructura de
la dextrana no muestra grupos funcionales ionizables, conllevando a que ésta forme

moléculas neutras (Gaonkar et al., 1995).

Por otro lado, en la Figura 3.18 se muestra el comportamiento reoldgico de ambas
soluciones de dextrana en su estado inicial y tanto en medio basico como acido, de
donde fue posible ajustar cada comportamiento al modelo reolégico experimental de

Herschel-Bulkley, con los parametros que se muestran en la Tabla 3.10.
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Figura 3.18 Reograma de velocidad de corte contra esfuerzo de corte de soluciones de
dextrana a diferentes concentraciones

De la Tabla 3.10 se observa que todas las soluciones se ajustaron al modelo de
Herschel-Bulkley, mostrando un comportamiento dilatante (n > 1), variando
principalmente en el indice de consistencia (K), teniendo el valor mas alto la solucién
en 6% de dextrana con pH de 5.61, es decir, la solucion de mayor concentracion y sin
alterar en medio basico o acido.
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Tabla 3.10 Modelos experimentales de soluciones de dextrana con pH variable

Muestra Modelo experimental R?

1% pH 1.11 7 = 0.059 + 6.361x10 5y 189 0.989
1% pH 6.02 7 = 0.053 + 8.328x10 >y 1856 0.987
1% pH 1217 7 =0.064 + 6.365x107 >y 1887 0.991
6% pH 5.61 7 =0.098 + 1.259x10 4y 1852 0.992

6% pH 10.89 7 = 0.057 + 6.229x107>y1892  0.993

Por otro lado, se realiz6 una prueba adicionando etanol absoluto a 25 mL de la solucion
de dextrana al 6%, esto puesto que por literatura se conoce que la dextrana es
insoluble en él, mostrando en todo momento pH constante y turbidez hasta formar

precipitado. En la Tabla 3.11 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 3.11 Contenido de dextranas en presencia de etanol absoluto

Dextranas
Vol gastado EtOH (mL) pH (opm)
0 7.19 60,000.000
1 7.27 NA
2 7.35 NA
3 7.42 NA
6 7.52 NA
12 7.92 19.260

La determinacion de dextrana se realizd sobre la fraccion soluble de la solucion,
indicando el resultado obtenido que el 99.970% de dextrana esta contenido en el
precipitado formado, al adicionar 48% v de etanol con respecto al volumen inicial de
la solucion. Los resultados reflejan en cierta medida el fendmeno que ocurre dentro
del proceso de producciéon de bioetanol, precipitandose la dextrana y adhiriéndose a
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las paredes, aunque en diferente proporcion al tratarse de etanol de otro grado de

pureza y de una solucion que contiene otros componentes ademas de la dextrana.

3.4 Hidrélisis enzimatica

3.4.1 Efecto de hidrélisis enzimatica sobre viscosidad

En la Tabla 3.12 se muestran los resultados obtenidos, en cuanto a viscosidad, de las
corridas de hidrdlisis enzimética a las que fueron sometidas las muestras de mosto
fresco y mosto muerto, de acuerdo al disefio de experimentos planteado en la seccién
2.6. Se partio de los valores iniciales obtenidos en la caracterizacion fisicoquimica,
donde el mosto fresco presentd una viscosidad de 0.026 Pa s, mientras que para el

mosto muerto se obtuvo una viscosidad de 0.019 Pa s.

Tabla 3.12 Resultados de viscosidad - hidrélisis enziméatica

Exp S [E:S] TI[°C] Viscosidad [Pas]PESVS™®  Reduccion [%]

1 MF [1:10] 25 0.022 TO7IES 15.720
2 MM [110] 25 0.019 35%E4 0.256
3 MF [1:100] 25 0.024 1414E-4 10.985
4 MM [1:100] 25 0.020 0000 -2.564
5 MF [1:10] 40 0.019 7O7IES 28.978
6 MM [1:10] 40 0.017 0-000 12.308
7 MF [1:100] 40 0.020 ©0-000 25.758
8 MM [1:100] 40 0.018 7O71ES 10.000
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Los resultados obtenidos de viscosidad, mostraron una desviacion estandar aceptable,
puesto que el coeficiente de variacidon resulta menor a 2% en todos los casos. El
menor valor de viscosidad fue obtenido con el experimento 6, mientras que la mayor
reduccion de dicho pardmetro fue obtenida con el experimento 5; es decir, tanto en

mosto fresco como en mosto muerto, en relacion 1:10 y 40°C.

Asimismo, dichos resultados son presentados de manera grafica en la Figura 3.19,

donde se observa el comportamiento reoldgico de cada una de las corridas.
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Figura 3.19 Reograma de velocidad de corte contra esfuerzo de corte de muestras de
mostos sometidas a hidrélisis enzimatica

Se puede observar que todas las muestras presentaron un comportamiento reolégico
similar, el cual, por la forma de cada curva, se concluye que es dilatante. En la Tabla
3.13 se muestran los modelos reolégicos experimentales obtenidos, junto con sus
paradmetros y coeficientes de determinacion. En base a la Tabla 3.13, se confirma que
las muestras de las ocho corridas realizadas resultaron tener un comportamiento
dilatante (n > 1). De igual manera, se observa que todas se ajustaron

satisfactoriamente al modelo de Herschel-Bulkley.
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Tabla 3.13 Modelos experimentales de mostos sometidos a hidrdlisis enzimatica

Muestra Modelo experimental R?

MF [1:10] TA 7 =0.086 + 1.120x10~*y1:862 0.992

MF [1:100] TA 7 =0.093 + 1.228x10*y18>  0.993

MM[1:10] TA 7 =0.059 + 1.140x10~*y1836  0.991

MM[1:100] TA 7 =0.064 + 1.326x10~*y*%7  0.990

MF [1:10] 40°C 7 = 0.063 + 9.707x10~5y1856  0.992

MF [1:100] 40°C 7 = 0.068 + 1.053x10*y 1850 0.992

MM [1:10] 40°C 7 = 0.043 + 1.016x10~*y1835  0.990

MM [1:100] 40°C 7 = 0.029 + 1.155x10 %y 1818 0.990

Se observa que, tanto el esfuerzo de corte inicial () como el coeficiente de
consistencia (K), son muy bajos en todos los casos, reflejando los valores obtenidos

de viscosidad, lo cuales de la misma manera resultaron ser bajos.

En la Tabla 3.14, se muestra el analisis de varianza (ANOVA) con el cual se evaluo el
efecto combinado del tipo de sustrato, relacion enzima-sustrato y temperatura, sobre
la viscosidad. Los resultados experimentales fueron obtenidos en base al disefio

factorial planteado de 23 y analizados estadisticamente con el software NCSS 2000.
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Tabla 3.14 ANOVA de resultados de viscosidad

Grados
de Suma de Cuadrados F, Nivel de Poder
libertad cuadrados medios probabilidad a =0.05
A: Sustrato 1 2.500x10° 2.500 x 10° 1250.000 0.000* 1.000
B: Relacién 1 2.402x10° 2.4025x10°  120.130  4.000x10°* 1.000
AB 1 3.025x107  3.025x10° 15.130 4.615x103* 0.924
C: Temperatura 1 3.721x10°  3.721x10°  1860.500 0.000* 1.000
AC 1 1.690x10°®  1.690x10° 84.500 1.600x10°>* 1.000
BC 1 6.250x10®%  6.250x108 3.130 1.151x10? 0.344
ABC 1 2.250x10®  2.250x108 1.130 3.198x10* 0.155
S 8 1.600x107 2.000x10®
Total 15 6.685x10°
(ajustado)
Total 16

*Término de significancia a =0.050

De la Tabla 3.14 se concluye que el factor A (sustrato), B (relacion enzima-sustrato) y
C (temperatura), asi como la interaccion de los factores A-B y A-C, tienen efecto sobre
la viscosidad. Cabe destacar que, por los altos valores del estadistico Fo, Gnicamente
los factores A (Fo=1250) y C (Fo=1860.5) son los que tienen un efecto significativo sobre

dicha propiedad.

En la Figura 3.20 se observa el detalle de los factores que tienen un efecto sobre la
viscosidad. En la Figura 3.20 (a) y (c), se aprecia como disminuye la viscosidad
conforme se emplea mosto muerto como sustrato (factor A) y se somete a una
temperatura de 40°C (factor C), es decir, en los niveles altos de ambos factores,
alcanzando valores de 0.0185 y 0.0183 Pa s, respectivamente. Por el contrario, en la
Figura 3.20 (b) se observa cémo disminuye la viscosidad conforme se emplea la
relacion enzima-sustrato 1:10 (factor B), es decir, en el nivel bajo, alcanzando valores

de 0.0194 Pa s; sin embargo, la pendiente de dicha Figura refleja un efecto menos
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significativo en comparacion con los factores A y C, concordando con los resultados
arrojados por el ANOVA.
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Figura 3.20 Factores sobre viscosidad: a) sustrato vs. viscosidad, b) relaciéon E:S vs.

viscosidad, c) temperatura vs. viscosidad

3.4.2 Efecto de hidrélisis enzimatica sobre contenido de dextrana

En la Tabla 3.15 se muestran los resultados obtenidos, en cuanto a contenido de
dextranas, de las corridas de hidrélisis enzimatica a las que fueron sometidas las
muestras de mosto fresco y mosto muerto, de acuerdo al disefio de experimentos
planteado en la seccién 2.6.
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A partir de los valores iniciales obtenidos en la caracterizacion fisicoquimica, donde el
mosto fresco presentd un contenido de dextranas de 491.650 ppm, mientras que para

el mosto muerto se obtuvo un contenido de dextranas de 352.785 ppm.

Los resultados obtenidos de contenido de dextrana, mostraron una desviacion
estandar aceptable en base al coeficiente de variacion resultante, siendo éste menor
a 7% en todos los casos, considerdndose aceptable hasta 10% (Cantle, 1982).

De los resultados mostrados en la Tabla 3.15, es posible observar que, las mayores
reducciones de contenido de dextrana (64%), se alcanzan en las corridas llevadas a
cabo a 40°C y con mosto muerto como sustrato.

Tabla 3.15 Resultados de contenido de dextranas - hidrélisis enzimatica

Exp S [E:S] TI[°C] Dextranas [ppm] PESVSTC  Reduccion [%]

1  MF [1:10] 25 325.510 6265 33.792
2 MM [110] 25 198.861 11649 43.631
3 MF [1:100] 25 309.850 7077 36.977
4 MM [1:100] 25 204.795 7403 41.950
5 MF [1:10] 40 248.037 11012 49.550
6 MM [1:10] 40 174.626 6191 64.482
7 MF [1:100] 40 230.731 6942 53.070
8 MM [1:100] 40 173.220 11525 64.767
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En la Tabla 3.16, se muestra el analisis de varianza (ANOVA) con el cual se evalu6 el
efecto combinado del tipo de sustrato, relacion enzima-sustrato y temperatura, sobre
el contenido de dextranas. Los resultados experimentales fueron obtenidos en base
al disefio factorial planteado de 23 y analizados estadisticamente con el software

NCSS 2000.

Tabla 3.16 ANOVA de resultados de contenido de dextrana

Grados )
de Sumade Cuadrados £, Nivel de Poder
libertad cuadrados medios probabilidad a =0.05
A: Sustrato 1 32836.970 32836.970 423.380 0.000* 1.000000
B: Relacion 1 203.312 203.312 2.620 0.144 0.297642
AB 1 352.341 352.341 4.540 0.0656 0.466205
C: Temperatura 1 11 267.560 11 267.560 145.280 2.000 x10¢*  1.000000
AC 1 2539.228 2539.228 32.740 4.430 x10%*  0.998611
BC 1 19.618 19.618 0.250 0.628 0.073028
ABC 1 7.473 7.473 0.100 0.764 0.058712
S 8 620.477 77.560
Total 15 47 846.980
(ajustado)
Total 16

*Término de significancia a =0.050

De dicha Tabla se concluye que el factor A (sustrato) y C (temperatura), asi como la
interaccion entre ambos factores, tienen efecto sobre el contenido de dextranas. Cabe
destacar que, por los altos valores del estadistico Fo, Unicamente el factor A

(Fo=423.38) tiene un efecto significativo sobre dicha variable de respuesta.

En la Figura 3.21 se observa el detalle de los factores que tienen un efecto sobre el

contenido de dextranas.
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Figura 3.21 Factores sobre contenido de dextrana: a) sustrato vs. dextrana, b) relaciéon
E:S vs. dextrana, c) temperatura vs. dextrana

En la Figura 3.21 (a) y (c), se aprecia como disminuye el contenido de dextranas
conforme se emplea mosto muerto como sustrato (factor A) y se somete a una
temperatura de 40°C (factor C), es decir, ambos factores en nivel alto, alcanzando

valores de 185 y 208 ppm, respectivamente.

Asimismo, en la Figura 3.21 (b) se observa que el contenido de dextrana disminuye
conforme se emplea la relacién enzima-sustrato 1:100 (nivel alto), alcanzando tan sélo

valores de 230 ppm. Al observar las pendientes de dichas Figuras, se concluye que

68



Resultados y discusion

unicamente el factor A tiene un efecto significativo sobre el contenido de dextranas, a
diferencia del factor C que muestra un menor efecto, y del factor B que no tiene efecto

alguno, concordando lo anterior con los resultados arrojados por el ANOVA.

3.4.3 Cinéticas enziméaticas

En las Figuras 3.22 a 3.26, se presentan las curvas que representan la degradacion
de dextrana en presencia de endoenzima dextranasa comercial de origen fungal, con
respecto al tiempo, para todos los tratamientos llevados a cabo a 40°C, ya que tales
fueron los que arrojaron los mejores resultados en la Secciéon 3.4.1 y 3.4.2, esto en
cuanto reduccién de viscosidad y contenido de dextranas.
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Figura 3.22 Degradacion de dextrana con respecto al tempo de hidrélisis enzimatica, a
40°C y relacion E-S [1:10]
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Figura 3.23 Degradacion de dextrana con respecto al tiempo de hidrdlisis enzimatica, a
40°C y relacién E-S [1:100]
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Figura 3.24 Degradacion de dextrana con respecto al tiempo de hidrélisis enzimética, a
40°C y sobre mosto fresco
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Figura 3.25 Degradacion de dextrana con respecto al tiempo de hidrélisis enziméatica, a

40°C y sobre mosto muerto
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Figura 3.26 Degradacion de dextrana con respecto al tiempo de hidrélisis enzimética, en

nivel alto de temperatura
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De las Figuras anteriores, es posible observar que, en todos los casos, el contenido
de dextranas disminuy6 sustancialmente en los primeros 180 min, alcanzando valores
promedios de 110 ppm. Asimismo, se observa que se logro la estabilizacion después
de dicho tiempo, alcanzando valores minimos promedios de 70 ppm. Se observé que
el sustrato que mostré una mayor velocidad de degradacion al iniciar la hidrélisis fue
el mosto muerto, sin tener fuerte impacto el factor de relacion E:S, tal y como se
conocié a través del analisis estadistico de la Seccion 3.4.2 Efecto de hidrolisis

enzimatica sobre contenido de dextrana.

Por el perfil de degradacion observado, no se puede concluir que las cinéticas
enzimaticas se ajusten al modelo de Michaelis-Menten. Lo anterior, se puede atribuir
al tipo de dextrana (bajo, medio o alto peso molecular) contenido en la muestra, asi
como a la complejidad de la misma. En el trabajo realizado por Fulcher e Inkerman
(1974), se concluye que solamente la cinética de una de las tres enzimas utilizadas,
todas de oringen fungal, tiene una actividad que se ajusta al modelo Michaelis-Menten.
Sin embargo, no ofrece los pardmetros de ajuste, ni los datos necesarios para su

calculo.

En el trabajo realizado por Mohanad et al., (2013) se observa que, aunque la cinética
se ajusta al modelo (Vmax = 13.67 M/min y Km = 78.52 uM), existen dos factores
importantes de diferencia con respecto a este trabajo de tesis: en primer lugar, la
velocidad de ejecucidon del método utilizado para la determinacién de dextranas por
Mohanad et al., (2013) permite obtener mayor resolucion y precision sobre la actividad
enzimatica, ya que se empled la cromatografia liquida. En segundo lugar, la cinética
se ejecutd sobre concentraciones puras de dextrana, de peso molecular conocido, y
en condiciones de exacerbacion de la actividad enzimatica (por medio de vibracion

ultrasonica a 25 kHz).

Wheatley et al., (1977), en cambio, contrasta la actividad enzimatica de dos enzimas,
una endoenzima fungal y una exoenzima (probablemente proveniente de

estreptococo), y concluye en base a la formacion de oligosacéaridos y de glucosa, y no
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en base a la concentracion de dextrana per se. Wheatley et al., (1977), utilizan de igual

manera método cromatografico en la determinacion de oligosacaridos y glucosa.

Comparando nuestros resultados con los reportados en la literatura disponible, es
determinante que se analicen las cinéticas a la luz de un método analitico cuantitativo

de suficiente resolucion, rapidez y confiabilidad para lograr determinar la cinética.

73



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



Conclusiones y recomendaciones

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el presente proyecto de investigacion se confirmo la hipotesis inicial planteada, esto
es, la presencia de dextrana en muestras de incrustacion formada dentro de la

columna mostera de destilacion, siendo de 23.5%.

Con respecto a la caracterizacion reologica realizada, se concluy6 que ambos mostos
y el bioetanol impuro, mostraron un comportamiento dilatante, mientras que la melaza
y la incrustacibn mostraron un comportamiento pseudoplastico a temperatura
ambiente, aunque dicho comportamiento se vio claramente afectado por la
temperatura. Asimismo, la incrustacion formada mostro caracteristicas viscoelésticas,
teniendo comportamiento elastico a pequefias frecuencias y un comportamiento

viscoso a mayores frecuencias, con un tiempo de relajacion de 0.026 s.

No resulto factible la separacion de dextrana por medio de la determinacion de punto
isoeléctrico debido a la ausencia de grupos funcionales ionizables en su estructura, lo
cual fue corroborado experimentalmente, reflejando el fendmeno que ocurre dentro del

proceso de produccion de bioetanol.

Mientras que, a partir de los resultados de degradacion de dextrana via hidrolisis
enzimatica, se concluy6 que la menor viscosidad se alcanzé (0.017 Pa s) empleando
mosto muerto como sustrato, en relacion [E:S] 1:10 a 40°C, mientras que la mayor
reduccion de viscosidad (28.978%) con respecto al valor inicial, se alcanzé empleando
mosto fresco como sustrato, en relaciéon [E:S] 1:10 a 40°C. Asimismo, se concluy6
gue el factor A (sustrato) y C (temperatura), tienen efecto significativo sobre la
viscosidad. La menor concentracion de dextrana alcanzada (173.220 ppm), se logro
empleando mosto muerto como sustrato, en relacion [E:S] 1:100 a 40°C, significando
un 64.767% de degradacion con respecto a la concentracion inicial. Se concluy6 que
el factor A (sustrato) tiene un efecto significativo sobre la concentracion de dextrana,

mientras que el factor C (temperatura), tiene un menor efecto sobre ella.

75



Conclusiones y recomendaciones

Para el seguimiento del proyecto, se recomienda explorar alternativas para
determinacion de dextranas dado los coeficientes de variacion obtenidos, los cuales
resultaron ser en todos los casos menores al 10%, sin embargo, cercanos a este limite,
atribuible a los factores de error de la técnica analitica empleada y al desfase de tiempo
por su duracion. De igual manera, se recomienda realizar pruebas oscilatorias a
pequefias amplitudes, sobre muestra de incrustacion, determinando el rango
viscoelastico lineal (LVE), asi como optimizar hidrélisis enzimatica y validar en equipo

escala piloto.
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