Estudio experimental de la extraccion de inulina y la
obtencion de etanol a partir de las pifias de henequén
(Agave fourcroydes)

n este trabajo se estudian las pifias de hene-

quén cubano (Agave Fourcroydes Lem) como

materia prima lignocelulésica de bajo impacto
ambiental, para la obtencidn de etanol y la extraccion
de inulina. Se realiza la extraccion de los azlicares
contenidos en el material mediante un método qui-
mico, econémico y rapido, la coccidn con agua de las
pifias troceadas, y su posterior molienda. Mediante
este tratamiento térmico, que involucra rangos espe-
cificos de temperatura y tiempo, se transforma la inu-
lina en fructosa y glucosa a través de su hidrolisis. A
partir de este sustrato, mediante un proceso de fer-
mentacion alcohdlica con el empleo de la levadura
Saccharomyces cerevisiae se lleva a cabo la produc-
cion de etanol. Utilizando el mismo procedimiento de
coccion bajo nuevas condiciones de temperatura y
tiempo, se evita la ruptura de la inulina para su ex-
traccion y cuantificacion. Durante el trabajo experi-

mental se utilizan métodos analiticos para determinar
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parametros como el pH, porcentaje de cenizas, prote-
inas, humedad, solidos solubles totales y azicares, con
el proposito de caracterizar el jugo extraido. Asi como
la Absorciometria para realizar las determinaciones
cuantitativas de los azucares totales y reductores. La
presencia de inulina y azucares fermentables, y sus
concentraciones se determinan con el empleo de la
Cromatografia de alta resolucion (HPLC).

Con esta investigacion se pretende crear las
bases para el aprovechamiento de mostos residuales
de agave, asi como contribuir a la diversificacion y de-
sarrollo economico-tecnoldgico de la industria hene-

quenera cubana.

Introduccion

El etanol puede producirse de dos formas. La mayor
parte de la produccion mundial se obtiene del procesa-
miento de materia bioldgica, en particular ciertas plan-

tas con azucares. El etanol asi producido se conoce
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como bioetanol. Tradicionalmente se ha produci- do a
partir de las mieles obtenidas de la cafna de azlicar.

Brasil, mayor productor de cafia de azucar a
nivel mundial en la actualidad, esta aumentando la
produccién de etanol a partir de la misma, cuya pro-
duccidon ha disminuido en los ultimos afios. Mientras
que en China, cuarto mayor productor, la cosecha esta
siendo perjudicada por una baja rentabilidad. Cuba,
que hace muchos afios era el mayor productor, hoy
solo produce un 10% de lo que producia. En medio de
este escenario, se encuentran los estudios del poten-
cial del henequén para la obtencion de etanol, que se
remontan a principios del siglo pasado cuando el fran-
cés Charles Lassus, inicia la extraccion del licor de he-
nequén, con positivos resultados.

El henequén es una planta resistente, que pre-
senta ventajas excepcionales como cultivo energético,
pues no es alimento, no requiere de riego, ni fertili-
zantes y necesita de muy poca mano de obra, por lo
que su costo de produccion es muy bajo. Ademas de
poder ser aprovechada integralmente, debido a sus
multiples usos. El principal consumo es industrial, en
la fabricacion de cuerdas, sogas, sacos, hilos, etc.
También se utiliza para la elaboracion de artesanias
como alfombras, tapices, tapetes y hamacas. A partir
de ¢l se pueden elaborar también bebidas alcohélicas,
como el mezcal y el tequila.

El henequén (Agave fourcroydes) es una plan-
ta monocotiledonea, del género de los agaves, perte-
neciente a la familia de las Agavaceae. México es el
centro de origen de la familia Agavaceae, a la cual per-
tenecen ocho géneros, entre ellos el género Agave.

El henequén de México o fibra de sisal (aun-
que en Espafia se le llama también henequén de Cuba
donde fue introducida en el siglo XVIII) es una fibra
dura de la hoja del Agave fourcroydes, cultivada prin-
cipalmente en Yucatan.

En Cuba el cultivo del henequén data desde
hace muchos afios en diferentes regiones del pais; en la

provincia de Artemisa, municipio de Mariel: Hene-

quenera «René Arcay», en la provincia de Matanzas,
municipio Limonar: Granja Henequenera «Francisco
Berdayes», en la provincia de Cienfuegos, municipio
Juragua: Henequenera «Francisco del Sol».

El avance de las fibras sintéticas derivadas del
petréleo, con influencia galopante y costos en picada,
puso en jaque en el mundo a las naturales, esas tejidas
a partir de técnicas y tradiciones milenarias, muchas
veces artesanales, transmitidas de generacion en ge-
neracion por quienes dedicaron su vida al oficio.

Cuba no escapd de esa corriente y los campos
de las provincias productoras de henequén fueron tes-
tigos de como ese cultivo fue desvaneciéndose pro-
gresivamente, golpeado por sustitutos de importacion
y limitaciones financieras para mantenerlo con vida.
Por ejemplo, si antes el camino al balneario de Vara-
dero se acompanaba de vistas llenas de plantas espi-
nosas que asemejaban coronas de pifias gigantes, con
el tiempo practicamente dejaron de verse, a no ser en
espacios aislados y desatendidos.

En los afios 80, en el pais se llegaron a pro-
ducir unas 14 000 toneladas de fibra de henequén y
hoy, a partir de un programa de recuperacion integral
desde la parte agricola hasta la industrial se espera al-
canzar en 2016 apenas 570 toneladas, unas 10 mas que
en 2015, pero proyectando crecimientos progresivos
para elevar la sustitucion de importaciones.

De acuerdo con José Antonio Quintana, jefe
de la rama henequenera del Ministerio de la Agricul-
tura, el rescate integral previsto hasta 2030 comprende
incrementar las tierras dedicadas al cultivo: a las 599
hectareas en produccion se les han incorporado otras
1,049 en desarrollo, con el proposito de sembrar cada
afio 134 hectareas de henequén, como parte del pro-
grama de desarrollo encaminado a incrementar las co-
sechas y elevar las producciones.

Esta industria hasta 1990 solo aprovechaba la
fibra, que mantiene alta demanda en el mercado por
sus caracteristicas, que la diferencian respecto a las de
otros agaves. En este proceso de desfibrado se obtie-
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nen determinados productos residuales que se desa-
provechan, perdiendo importantes cantidades de jugo
y pulpa, que representan 40% del volumen de hene-
quén procesado.

Estos elementos se disponen en las costas o
se acumulan en terrenos de la periferia y aportan toda
su carga organica contaminante, afectando el manto
freatico u otros sistemas (Figura 1). Segtin los datos
reportados por algunas henequeneras cubanas, se pro-
ducen aproximadamente nueve toneladas de pulpa hu-
meda por tonelada de fibra procesada y dos litros de
jugo por mazo de veinticinco hojas; sin contar las
pinas que se dejan abandonadas en el campo después
de haber cortado las hojas. La pulpa seca obtenida (fa-
cilmente biodegradable puede ser utilizada como ma-
teria organica en el propio cultivo y como base en la

alimentacion animal), los jugos extraidos de las hojas

y las pifias pueden ser fermentados para la obtencion
de etanol.

Las pifias que se dejan abandonadas en los
planteles sin ningtin uso econdémico son consideradas
en la actualidad como materia prima fundamental-
mente para la obtencion de etanol, producido por la
fermentacion de los azlicares contenidos en la materia
orgénica de las plantas.

El bioetanol de primera generacion es aquel
que se genera a partir de la fermentacion de los azu-
cares contenidos en la materia organica de ciertas
plantas. Es un alcohol de 2 carbonos, cuya formula es
CH3-CH,-OH. En este proceso se obtiene el alcohol
hidratado, con un contenido aproximado del 5% de
agua, que tras ser deshidratado se puede utilizar como
combustible. Productos con alto contenido de saca-

rosa 'y almidon, como la remolacha, la cafia de azlicar

Figura 1. Pulpa y jugo de henequén vertidos en la Henequenera «Francisco Berdayes»
en el municipio Limonar, provincia de Matanzas.

Fotografia de Milaidi Pérez Carballo
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y el maiz, respectivamente, son unas de las materias
primas que se utilizan para la produccion de etanol.
Sin embargo, una de las desventajas mas importantes
de su uso para este fin, es el lugar que ocupan como
parte de la cadena alimenticia del ser humano.

Asi como también se conoce la presencia de
inulina en este tipo de residual a partir de estudios re-
alizados con el agave A. americanae, por investigado-
res de diferentes instituciones académicas de México.
La inulina es un oligosacarido derivado de la sacarosa
que se aisla de fuentes vegetales naturales. Basica-
mente una fibra soluble que promueve los movi-
mientos del intestino, no es degradada por las enzimas
humanas ptialina y amilasa, presentes en la saliva y
secrecion pancreatica. De esta manera, este tipo de
compuesto se comporta como fibra dietética.

Estudios experimentales con las pifias de henequén
cubano

Desde 1992 el Grupo de Fibras Naturales y Tensioac-
tivos del Centro de Estudio de Tecnologias Energéticas
Renovables (CETER) y la Facultad de Ingenieria Qui-
mica del Instituto Superior Politécnico «José Antonio
Echeverria» (CUJAE), han desarrollado investigaciones
sobre el henequén y su aprovechamiento integral, po-
niendo en marcha diferentes proyectos para determi-
nar las propiedades de la pulpa y el jugo de las hojas,
obteniendo como resultado para el primer caso: ceni-
zas, calcio, magnesio, cloruro, foésforo, celulosa y pro-
teinas, y en el segundo: carbohidratos, proteinas, sapo-
geninas, reductores, fosfatos, hierro, calcio y magnesio.
Asi como se realizaron estudios de fermentacion del
jugo de las hojas para la obtencion de etanol. En el
2007, se incursiona en el estudio de las pifias del he-
nequén, realizando pruebas experimentales para la ob-
tencion de etanol y la determinacion de inulina a partir

del tratamiento de este residuo agricola.

4

caridos.

«Pifias» de henequén le llaman al tallo alre-
dedor del cual estan las hojas del henequén. Cuando se
quitan las hojas, lo que queda es una bola que parece
una pifia. La inulina, de cuya mayor parte estd com-
puesta la pina, es el principal carbohidrato que con-
tiene el agave. Es un polisacarido ramificado que
actia como fuente de energia de reserva, un polimero
principalmente constituido por unidades de fructosa y
un terminal de glucosa. Las unidades de fructosa se
adjuntan por un enlace glicosidico* B (2—1).

Existen entre veinte y mil unidades de fruc-
tosa en las plantas que contienen inulina, siendo lla-
mado los pequefios componentes como fructo-
oligosacaridos, que son oligosacaridos naturales (fibra
soluble) que contienen fructosa y se encuentran en va-

riedad de plantas y frutos.

Obtencion de etanol
El modo de obtencion de etanol es a través de fer-
mentacion anaerdbica, es decir, en ausencia de aire,
generalmente llevada a cabo por bacterias como leva-
duras. Para este estudio se utilizaron pifias cultivadas
en las plantaciones de la Granja Henequenera «René
Arcay» del municipio Mariel y «Francisco Berdayes»
del municipio Limonar. Se seleccionaron para su eva-
luacion pifias de 7, 12 y 25 afios de establecido el cul-
tivo, con el objetivo de evaluar la influencia de la edad
y procedencia de la materia prima en los resultados.
Se trocearon manualmente, se pesaron y fue-
ron sometidas a coccidn con agua a temperaturas desde
90 hasta 121°C por tiempos entre 80 y 100 minutos,
con el objetivo de provocar la hidrélisis de la inulina,
para su transformacion en fructosa y glucosa, convir-
tiendo el material en pinas de azucar, para la posterior
molienda y extraccion del jugo mas rico en azucares.
Los mayores volimenes de jugo por kg de

pifia troceada fueron extraidos de las pifias de 25 afios

Un enlace glucosidico o glicosidico, es el enlace para unir monosacaridos con el fin de formar disacaridos o polisa-
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procedentes de la region de Limonar, lo que se inter-
preta como la respuesta del henequén al sistema de
cultivo y a la época de cosecha (de escasas lluvias),
que presenta un efecto muy marcado en la calidad de
la materia prima en cuanto al volumen de jugo, asi
como se distingue un efecto significativo relacionado
con la edad de establecido el cultivo, lo que se traduce
en un favorable cuidado en su desarrollo, responsable
de la riqueza en las plantas adultas.

Para la caracterizacion del jugo se emplearon
métodos analiticos mediante los cuales se determina-
ron pardmetros como el pH, porcentaje de humedad,
porcentaje de cenizas (Método de Weende), porcen-
taje de proteinas (Método de Biuret), solidos solubles
totales (sST) en °Brix, y azucares totales y reductores
(Determinacion cualitativa con el uso del reactivo de
Tollens y de Fehling y Determinacion cuantitativa uti-
lizando el Método de Absorciometria).

Con estos analisis se obtuvo que la acidez ex-
presada por el pH es superior en las muestras del Ma-
riel, lo que responde a los factores ambientales y al
tipo de suelo caracteristico de la region, asi como los
porcentajes de humedad que se explican por la época
del afo, correspondiente a periodos de alta humedad
relativa que influyen en la capacidad del agave para
almacenar agua. En cuanto al porciento de cenizas, se
observo la misma tendencia, que se atribuye a la ri-
queza en materia organica de los suelos del Mariel.

Sin embargo, el contenido de proteinas y so-
lidos solubles totales es significativamente mayor en
las muestras procedentes de Limonar, aumentando el
contenido de los ultimos con la edad. Estos resultados
se pueden explicar respectivamente, por el tipo de
suelo caracteristico de esta zona y la influencia del
clima en los procesos fisiologicos basicos, como fo-
tosintesis y respiracion, los cuales determinan en gran
parte la cantidad de azucares que se forman en las
hojas y posteriormente se transportan y almacenan en
la pifia, riqueza que con un desarrollo favorable au-

menta en las adultas.

La produccién de etanol se llevo a cabo me-
diante la fermentacion de los azlcares presentes y el
proceso fermentativo se realizé empleando cepa de le-
vadura Saccharomyces cerevisiae (L/25-7-12) y 1 g
de levadura Saccharomyces cerevisiae liofilizada
(L/30-5-12). Se inocularon los medios compuestos
por: Jugo extraido hidrolizado y diluido a 8 °Brix con
agua destilada, pH ajustado a 4 y como fuente de ni-
trogeno 2,25 g/cm’ de Sulfato de Amonio (NH4)»SOy.
Se cultivé durante 18 — 20 horas a 30 £ 10C. Jugo ex-
traido hidrolizado y diluido a 10 °Brix con agua des-
tilada, pH ajustado a 4 y suplementado con miel final
de cafa clarificada hasta alcanzar 12° Brix y 2,25
g/cm? de sulfato de amonio.

El tiempo de fermentacion fue de 48 horas,
sin agitacion. Se tomaron muestras cada 8 horas y se
determin6 pH, azucares reductores y produccion de
etanol. En este proceso fermentativo, se trabajo con
un medio con las caracteristicas necesarias para una
conversion bioquimica satisfactoria.

Por esta razén es que dentro de la composi-
cion se incorporo el Sulfato de Amonio (NHy)»SOy
como nutriente que contribuye al crecimiento del mi-
croorganismo y se garantizo la concentracion adecuada
de los carbohidratos (azucares), con cuyo objetivo se
realiz6 la mezcla jugo cocido—miel final de cafia, asi
como las condiciones asépticas del medio, mediante
la esterilizacion de las muestras.

El pH fue ajustado a cuatro debido a que por
este valor oscila el adecuado para iniciar la fermenta-
cion, por requerimientos de la levadura Saccharomy-
ces cerevisiae empleada, cuya seleccion fue debido a
que se considera la mas idénea para consumir todos
los azucares fermentables y por tanto asegurar el pro-
ceso. Todos estos, factores que pudieran limitar o de-
tener el proceso.

El porcentaje de etanol (volumen de etanol en
el cuerpo/volumen de mosto fermentado) y la concen-
tracion de los azlicares se determinaron mediante Cro-
matografia liquida de alta resolucion (HPLC). Antes
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Rendimiento producto-sustrato
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de la fermentacion no se observa la presencia de etanol
como consecuencia de que no se ha iniciado el proceso
de conversion bioquimica y por la misma razén la con-
centracion de azlcares es alta. Después de la fermen-
tacion, se evidencia la presencia del etanol producido
con la disminucion de la concentracion de glucosa fun-
damentalmente, como consecuencia de su degradacion
en primer lugar durante el proceso fermentativo.

De forma grafica, se presenta la produccion
de etanol en el tiempo y los rendimientos producto-
sustrato para las muestras de 7 y 25 afios correspon-
dientes al municipio de Limonar, donde se obtuvieron
los mejores resultados.

Atendiendo a la interpretacion de los resulta-
dos cromatograficos obtenidos y la informacion brin-
dada por los graficos, las mejores producciones de
etanol corresponden a la variante de jugo cocido de
pifias de 25 afos de la region de Limonar, fermentado
con levadura L/25-7-12. Lo que indica que los por-
centajes de etanol que se producen aumentan con la
edad de la planta, debido a la caracteristica del hene-
quén de almacenar carbohidratos no estructurales de
reserva en la pifia. Por otra parte, la estacionalidad y la
edad afectan la asimilacion de CO5 y la produccion
de azucares no estructurales, ligada positivamente con

la produccion de etanol.

Determinacion de inulina
Las pifias troceadas fueron sometidas a coccidn con
agua, a temperatura de 80°C y durante 60 minutos, ga-
rantizando el tratamiento de la materia prima sin pro-
ducir la hidrélisis o ruptura de la inulina. Mediante la
Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se de-
termino la presencia de inulina y su concentracion, asi
como la de los azucares fructosa, glucosa, sacarosa,
rafinosa y dextrana.

Siendo la inulina un polisacarido de gran
masa molecular, menor debe ser su tiempo de reten-
cion. En cada cromatograma obtenido se observo que

hay una coincidencia en cuanto a la sefial a menor

tiempo de retencion (5 minutos aproximadamente),
que se asumié como caracteristica de la inulina. Con
fines comparativos se analizé una muestra de inulina
pura donde se apreci6 la sefial de manera similar.
Tanto la inulina como los azlicares se cuantificaron
mediante la determinacion del area bajo la curva, a
partir de los patrones correspondientes.

Se realiz6 un disefio experimental factorial
multinivel 271*3”1 para el estudio del efecto de los
factores, Edad (7, 12 y 25 afios) y Procedencia de las
pinas (Henequenera de Limonar y del Mariel), con dos
variables respuesta, Porcentaje de etanol y Contenido
de inulina, utilizando el programa Statgraphics Cen-
turion XV.I. Los resultados obtenidos del procesa-
miento estadistico indican que la variable que influy6
tanto en el contenido de inulina como en la produc-
cion de etanol es la edad de la planta. Se evaluo la ca-
lidad de cada uno de los modelos para lo cual se
realiz6 el analisis de la varianza, que demostrd que
presentaron un buen ajuste a los datos experimenta-
les, para un 95% de confiabilidad.

Conclusiones

Los mayores volimenes de jugo por kg de pina tro-
ceada fueron extraidos de las pifias de 25 afios proce-
dentes de la region de Limonar. De la caracterizacion
de estos jugos se puede concluir que en respuesta a los
factores ambientales, como periodos de alta humedad
relativa, la época del afio, el tipo de suelo y su riqueza
en materia organica, en las muestras procedentes de la
henequenera del municipio del Mariel se obtuvieron
los mayores valores de pH, porcentaje de humedad y
cenizas. Mientras el contenido de proteinas y s6lidos
solubles totales significativamente mayor en las mues-
tras de la granja del municipio Limonar. Con tenden-
cia a un aumento en los valores de estos parametros
con la edad, se explica por el tipo de suelo caracteris-
tico de esta zona y la influencia del clima en los pro-
cesos fisiologicos basicos, como fotosintesis y respira-

cion, que determinan en gran parte la riqueza en azu-
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cares de las pifas adultas. Para completar el estudio
de la composicion quimica del jugo de las pifias, se
recomienda determinar el contenido de celulosa, he-
micelulosa, lignina, grasas y minerales.

Los resultados obtenidos con el método de
coccion con agua a temperatura de 80°C y tiempo de
60 minutos, indican que es posible evitar la ruptura de
la inulina y realizar su extraccion. Mediante su cuan-
tificacion se concluye que en las muestras de las pinas
de 25 afios provenientes del municipio de Limonar se
obtienen las mayores concentraciones. Se sugieren fu-
turas investigaciones, aplicando el método de coccion
utilizando otras soluciones.

Los mejores resultados de produccion de eta-
nol y rendimiento producto—sustrato mediante la fer-
mentacion de los azucares presentes en el material
cocido, fueron los correspondientes a la variante de
25 afios de la region de Limonar con el empleo de la
cepa Saccharomyse cerevisiae 1./25-7-12, cepa pura,
que se conoce es capaz de producir altas concentra-
ciones de etanol en el medio. Sin embargo, seria con-
veniente estudiar este proceso fermentativo con el
empleo de otras levaduras o combinaciones de estas,
en busca de incrementar la produccion de etanol. Asi
como escalar a nivel de Planta Piloto, los resultados
obtenidos a nivel de laboratorio y continuar con los
estudios para el aprovechamiento integral del hene-

quén cubano.
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