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RESUMEN

En el Ecuador, la cascara de cacao es un residuo abundante subutilizado. Su
composicién lignocelulésico le confiere la capacidad de ser procesado y transformado
a etanol. La presente investigacion, realizo los respectivos anélisis bromatolégicos, con
la finalidad de conocer su composicion lignoceluldsica y determinar la capacidad de
trasformacion. El analisis demostro que la cascara de cacao estd compuesta de 29.07%
celulosa, 2.97% hemicelulosa, y 33.90% lignina. Debido al alto contenido de lignina se
efectué primero un pre-tratamiento alcalino (NaOH) combinado con explosion por
vapor (autoclavado), y procedido por un segundo tratamiento de &cido diluido. Una vez
degradada la lignina y liberada la celulosa se aplic6 una hidrolisis con acido sulfurico
(H2S04) al 50% para liberar los azucares reductores presentes en el material pre-tratado.
La fermentacion se optimizO mediante un disefio central compuesto usando la
Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM). El disefio indico realizar 15 corridas
base con 2 repeticiones, en el cual los factores a emplear fueron pH (3-6), tiempo (3-7
dias) y temperatura (25 °C-35 °C). La fermentacion alcohdlica se efectud con la
levadura Saccharomyces cerevisae. Después de cumplir con las condiciones de
fermentacion las muestras se destilaron y analizaron mediante cromatografia de gases
(CG). La maximizacidn de respuesta se alcanzo con las siguientes condiciones éptimas:
pH de 4.5, 3 dias de fermentacion y a 25 °C. La concentracion de etanol fue de 0.41
mg/L, mismo valor logrado al replicar las variables éptimas en un biorreactor con un
volumen de 2 L.

Palabras clave: Lignocelulosa, hidrolisis, fermentacion, RSM, bioetanol, biorreactor.
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ABSTRACT

In Ecuador, cocoa husk is an abundant underutilized residue. Its lignocellulosic
composition gives it the ability to be processed and transformed into ethanol. The
present investigation, carried out the respective bromatological analyzes, with the
purpose of knowing its lignocellulosic composition and determining the capacity of
transformation. The analysis showed that the cocoa shell is composed of 29.07%
cellulose, 2.97% hemicellulose, and 33.90% lignin. Due to the high lignin content, an
alkaline pre-treatment (NaOH) combined with steam explosion (autoclaving) was first
performed, and proceeded by a second dilute acid treatment. After degrading the lignin
and releasing the cellulose, a hydrolysis with 50% sulfuric acid (H2SO4) was applied
to release the reducing sugars present in the pre-treated material. The fermentation was
optimized by a central composite design using the response surface methodology
(MSR). The design indicated 15 base runs with 2 repetitions, in which the factors to be
used were pH (3-6), time (3-7 days) and temperature (25 °C-35 °C). Alcoholic
fermentation was carried out with Saccharomyces cerevisae yeast. After fulfilling the
fermentation conditions the samples were distilled and analyzed by gas
chromatography (GC). The maximization of response was achieved with the following
Optimal conditions: pH of 4.5, 3 days of fermentation and at 25 °C. The ethanol
concentration was 0.41 mg / L, the same value achieved by replicating the Optimal
variables in a biorreactor with a volume of 2 L.

Keywords: lignocellulose, hydrolysis, fermentation, RSM, bioethanol, bioreactor.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La necesidad de optimizar el uso de recursos naturales no renovables siempre
conlleva a la busqueda y creacidn de opciones o productos para suplantar una cosa con
otra. Tal es el caso de los biocombustibles, cuya invencién surgié con la idea de
reemplazar a los combustibles fosiles por aquellos de origen renovable.

El nacimiento de los biocombustibles se dio a fines del siglo XIX, con la produccion
e implementacion de aceites vegetales en motores de combustion interna. En 1895 el
Dr. Rudolf Diésel creo un motor con el que se realizaron pruebas exitosas utilizando
aceite de mani, logrando comprobar la efectividad de los aceites vegetales como
combustible (Salinas & Gasca, 2009).

En 1908, el empresario innovador Henry Ford, uso etanol en su automdvil modelo
Ford T, despertando asi el interés de los productores de combustibles. A raiz de esto,
se construy6 una planta en Kansas de biocombustible a partir de maiz (Calderon, 2016).
Se producian 38 000 litros diarios de etanol destinados a la automocién, cerca de 2000
estaciones de servicio en el Medio Oeste expendian este combustible alternativo
denominado “Gasol”. Para los afios 40, la planta de produccion no podia competir frente
al bajo precio del petréleo lo que provoco su cierre (Pelaes & Palma, 2011).

Otras empresas, como Standard Oil incursionaron en el mundo del combustible
alternativo en el area de Baltimore, Estados Unidos. Incorporaron 25% de etanol a la

gasolina, y una vez mas este proyecto no se mantuvo por mucho tiempo debido al alto



costo del maiz y de su almacenamiento junto con su complicado transporte (Salinas &
Gasca, 2009).

Los biocombustibles volvieron a ser punto de interés en el mercado, como
consecuencia de la primera crisis de petroleo ocurrida en 1973. El precio del petréleo
se elevo excesivamente afectando a todos los paises, en especial aquellos que no
contaban con reservas petroliferas. A finales de los setenta, se establecié una mezcla de
gasolina y etanol, como respuesta al elevado precio del petréleo y el agotamiento del
mismo. Brasil, siendo uno de los paises afectados empez6 a producir biocombustible a
partir de cafia de aztcar, y Estados Unidos a partir del maiz (C. Alvarez, 2009). Brasil,
mayormente afectado ante la crisis de los precios de petréleo, emprendio el programa
Proalcohol, con el fin de crear motores con funcion a base de alcohol y de establecer
matrices de energia alternativas que conllevaran a sustituir al petroleo. EI motor fue
procesado por el Centro Tecnoldgico de la Aeronautica (CTA), y el etanol elaborado a
partir de la cafia de azlcar. El proyecto resultd ser rentable durante la crisis, gracias al
alto precio del petrdleo y el bajo precio del azlcar, convirtiéndolo en un éxito. Para el
afio 1986, el 96% de los automéviles manufacturados en Brasil funcionaban con motor
en funcion de alcohol. A final de los 80, la repentina caida de precios del petroleo y el
alza del azucar llevaron al proyecto a la ruina, ya que para 1995, apenas el 3% de los
automdviles eran fabricados con motor de alcohol (Daniel et al., 2012).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO), indica
que a pesar de los altos y bajos que se han presentado a través de los afios, 10s
biocombustibles se han mantenido como una alternativa al combustible comdn. La

primera década del 2000 resultd ser beneficioso para la industria, ya que a partir de esos



afos los mercados mundiales de biocombustibles se comenzaron a recibir respaldo de
politicas publicas que impulsan su produccion e implementacion. El soporte
gubernamental hacia los biocombustibles, se ve reflejado en: las normativas
obligatorias de mezclas, las exenciones fiscales presentes en los combustibles
carburantes y el apoyo a la inversion. Asi como existen aspectos beneficiosos, también
se hacen presente las limitaciones en el mercado ante politicas que imponen criterios
de sostenibilidad, estdndares de calidad y aranceles de importacion (OCDE/FAO,
2017).

Actualmente, Ecuador se ha sumado a aquellos paises que producen su propio
combustible con alternativa denominado Ecopais. Dicho combustible estd compuesto
por 95% de gasolina extra, 5% de etanol anhidro y mantiene el nivel de 80 octanos. Al
analizar esta innovacion se puede constatar que la produccion de este combustible sigue
dependiendo en gran parte de derivados de petrdleo (Lideres, 2015).

El etanol producido para complementar la gasolina Ecopais es extraido a partir de
materia prima de la cafia de azUcar, para esto se destinaron al menos 80 000 hectareas
de sembrio, reduciendo el potencial del suelo para la alimentacién de la poblacion
ecuatoriana. Es por esta razon que se deben buscar fuentes alternas a partir del
aprovechamiento de residuos agroindustriales existentes. Estos residuos pueden, ser
transformados en etanol con el objetivo de suplir la demanda nacional anual que bordea
los 900 millones. Con esta cantidad es posible generar un combustible Ecopais con una

composicion del 15% de etanol para el 2020 (EI telégrafo, 2013).



1.2 Planteamiento del problema

El mundo actual es dependiente del petr6leo para desenvolverse en su dia a dia, mas
del 80% del consumo total de energia proviene de los combustibles fésiles (Y. J. Torres,
2016)

Es sabido que el petréleo es una fuente de energia no renovable y se estima que
quedarian 1.707 billones de barriles, lo que da para seguir explotandolo 50.6 afios mas.
Con el tiempo la dependencia del petréleo y sus consecuencias dafiinas al medio
ambiente han hecho que se fortalezca la relacion entre desarrollo, energia y entorno.
Los nuevos desafios para la sostenibilidad plantean soluciones se encuentran en los
escenarios locales de gestion energeética, tanto en los paises en desarrollo como en los
industrializados.

Los cultivos agricolas generan gran cantidad de residuos que mediante una buena
gestion se pueden aprovechar para crear subproductos que sean beneficiosos para la
poblacion. Una de las principales actividades econdmicas en el Ecuador es la
agricultura, entre los sembrios mas importantes esta: el banano, cacao, café, cafia de
azlcar, etc. Es importante estudiar y aprovechar la biomasa residual, para procesar
dichos residuos y transformarlos en etanol, con la finalidad de producir biocombustible.

La industria del cacao en el Ecuador tiene como destino principal la elaboracion de
chocolate y sus derivados, estos productos se extraen especificamente de la semilla, que
viene representando a penas el 10% del peso del fruto seco. El resto de la fruta,
incluyendo la pelicula, cascara y demas es desechado y en el mejor de los casos
aprovechado como abono organico. Este hecho se ha traducido en problemas

ambientales ya que ocupan una alta dispersion espacial. La cascara, al ser un material



grueso, tiene un proceso de degradacion lento generando problemas sanitarios,
paisajisticos y, mas importante, un desperdicio de materia potencial para la obtencién
de bioetanol (Loyo, 2015).

Aunque son numerosos los proyectos realizados con la finalidad de obtener etanol a
partir de distinta materia y biomasa lignocelulésica, vale recalcar que son pocos los
estudios basados en el aprovechamiento de la cascara del cacao. En este contexto, se
enfatiza en la importancia de la investigacion y experimentacion de dicho residuo. Con
la presente investigacion se busca determinar las condiciones optimas de fermentacion
(pH, temperatura, tiempo de fermentacién), y mediante un pre-tratamiento alcalino e
hidrolisis acida obtener un mayor rendimiento de bioetanol.

1.3 Pregunta de investigacion

¢Cuéles son las condiciones dptimas del proceso de fermentacion para obtener un
mayor rendimiento de etanol?

1.4 Delimitacion del problema

El siguiente trabajo de investigacién sobre la determinacion de las condiciones
Optimas para la obtencion de bioetanol a partir de la cdscara de cacao (Theobroma
cacao), se desarrollé en los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad
Politécnica Salesiana sede Cuenca. Desde el comienzo se establecié concluir la
investigacion dentro de un lapso de seis meses, tomando en cuenta posibles limitaciones
en cuanto a tiempo, obtencidn de materia prima (en funcién de la época de cosecha de
la fruta), disponibilidad de material y equipos de laboratorio. En cuanto a bibliografia,
vale recalcar que son escasos los estudios realizados enlos que se emplea la cascara de

cacao como materia prima para la obtencion de etanol, por lo que el proceso llevado a



cabo en la presente investigacion experimental es el resultado de la fusion de distintos
procesos empleados a otros materiales, entre ellos la cascara de coco.

1.5 Justificacion

Las limitadas reservas petroliferas y la necesidad de frenar la contaminacion causada
por la quema de combustibles fosiles, han avivado la basqueda de fuentes alternativas
para la produccion de combustibles. La base para la produccion de estos combustibles
alternativos es el bioetanol, cuya materia prima, debe ofrecer un balance entre el
beneficio econémico sin amenazar la soberania alimentaria de la poblacion mundial.

En la actualidad, la energia primaria proviene en un 80% del petrdleo, carbény gas
natural. Se estima que para el afio 2030, aquella proveniente de fuentes renovables siga
representando una minima parte. No es de desconocimiento que el sector de transporte
depende casi en su totalidad de combustibles derivados del petréleo, con unincremento
anual del 1.4%. Si se continda con la extraccion excesiva, se prevé que para mediados
de este siglo las reservas petroliferas lleguen a agotarse (Castro, Beltran, & Ortiz, 2012).

Los Gases de Efecto Invernadero (GEI), cada vez incrementan mas como
consecuencia de la actividad humana, en especial por las emisiones de CO, que estan
causando el denominado “Cambio Climatico”. Parte de la solucidn esta en la reduccion
del consumo de derivados de petréleo (Lenin & Oscullo, 2016). El sector de transporte
exige una alta demanda de combustibles, consume un 30% de energia utilizada a nivel
mundial. En el presente, se consumen aproximadamente 83.7 millones de barriles de
petréleo y se llega a estimar que para el afio 2020 estas cifras aumenten a 112 millones

de barriles diarios (Rico, 2009)



La razon por la que se debe suplantar al petréleo por bioetanol esta en la disminucién
de emision de CO; en el ambiente. Por cada kilogramo de petrdleo se libera 7.14 kg de
CO2 mientras que por cada kilogramo de etanol se libera 0.956 kg de CO,. Es decir, el
petroleo emite siete veces mds GEI en comparacion con el etanol (Mosquera,
Fernandez, & Mosquera, 2010). Con estas cifras es evidente que el etanol tiene un
impacto ambiental favorable en comparacion con la quema de combustibles fésiles,
siendo no solo mejor para la salud sino para aplacar el efecto invernadero que se vive
y atemoriza al mundo entero (Delius, 2008).

El etanol agricola, se obtiene a partir de materia prima no-fosil. Este tipo de etanol
puede provenir de distintas fuentes y segin su origen ser clasificado en; etanol de
primera, segunda o tercera generacion. El de primera generacion proviene de cultivos
agricolas que pueden ser aprovechados para la alimentacion humana. Los de segunda
generacion se obtienen a partir de biomasa lignocelulésica. Este material es rescatado
de productos resultantes, llegando a ser una alternativa renovable, que al ser procesada
puede utilizarse en vehiculos (Mercedes Ballesteros, 2008). El etanol de tercera
generacion, se extrae de biomasa no alimenticia, como ejemplo, las algas. Enel presente
trabajo de investigacion, se recomienda el aprovechamiento de residuos generados en
la actividad agricola del pais. El cultivo de cacao, cuenta con una gran extension y tan
solo el 10% del peso del fruto fresco es aprovechado, por lo que se ha tomado la cascara
de cacao como materia prima para la obtencion de bioetanol (Abarca, Martinez, Mufioz,

Torres, & Vargas, 2010).



1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo general
Determinar las condiciones 6ptimas del proceso de fermentacién a partir del
hidrolizado &cido de la cé&scara del cacao (Theobroma cacao L), para la obtencion de
un buen rendimiento en el proceso de etanol.
1.6.2 Objetivos especificos
= Determinar la composicion de la biomasa de la céscara del cacao (Theobroma
cacao L) mediante andlisis bromatoldgicos para la caracterizacion de su
composicion lignocelulésica.
= Evaluar las condiciones oOptimas en el proceso de fermentacion (pH,
temperatura, y tiempo de fermentacion) a partir del hidrolizado acido de la
cascara del cacao (Theobroma cacao L), mediante pruebas de laboratorio para
la identificacion de los parametros que aporten un mayor rendimiento de
bioetanol.
= Establecer el modelo estadistico mas apropiado para la optimizacion a través de
pruebas estadisticas (disefio de superficie de respuesta) estableciendo las
condiciones Gptimas.
1.7 Hipbtesis
El rendimiento de bioetanol depende de los factores del proceso de fermentacion a
partir del hidrolizado &cido.
1.8 Variables
1.8.1 Variables Dependientes

Rendimiento de bioetanol



1.8.2 Variables Independientes
- Temperatura

- pH

- Tiempo de fermentacion
1.8.3 Variables Intervinientes
- Tamafo de particula

- Contenido de lignocelulosa presente en la cascara de cacao



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1. Marco conceptual

La organizacion internacional Nacional Geographic Society, indica que los
biocombustibles tienen una existencia igual de larga a los automoviles. Estos fueron
creados al principio del siglo XX, e implementados por Henry Ford para sus populares
Modelos T, que funcionaban inicialmente con etanol. Durante afios los biocombustibles
se vieron opacados por grandes depositos petroliferos, que hacian de la gasolina y
petréleo una mejor opcion debido a sus bajos costos. En los ultimos afios el alza de
precios y la conciencia ambiental han hecho que estos combustibles de alternativa
renovable vuelvan a crear interés (National Geographics, 2010).

La presente investigacion, se basa en la obtencion de etanol de segunda generacion,
mediante el aprovechamiento de aquellos residuos provenientes de la agroindustria en
el Ecuador. Siendo la industria cacaotera unas de las mas grandes a nivel nacional y por
ende fuente de gran cantidad de desperdicio lignocelulésico. Se escogio a la cascara de
cacao con la finalidad de crear un combustible alternativo renovable conocido como
“biocombustible”.

Una de las razones para emplear especificamente la cascara de cacao en este trabajo
de investigacion, es la poca importancia que se le ha dado hasta el momento. Existe un
sinnimero de proyectos en los que se emplea la cascara del banano, arroz, naranja,
bagazo de cafia, etc., pero muy pocos que busquen aprovechar los residuos de la
agroindustria del cacao. Debido a la creciente demanda por los biocombustibles, es

importante explorar nuevas materias primas de donde extraer y sobre todo aprovechar
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los residuos que se generan en los procesos productivos de los sectores agricolas ya que
estos no compiten con la produccién de alimentos.

La biomasa que se emplea, atraviesa distintos procesos indispensables para su
conversion a etanol. Estos procesos comprenden en general cuatro etapas principales:
pre-tratamiento mecénico (reduccién de tamafio del material), tratamiento, hidroélisis y,
finalmente, la fermentacion. Para cada una de estas etapas existen varias técnicas con
las que se puede proceder y estas deben seleccionarse tomando en cuenta factores clave,
con la finalidad de obtener los mas altos rendimientos.

La biomasa lignoceluldsica de origen vegetal, como lo es la cascara de cacao esta
formada principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina. Esta estructura celular
tiene la funcion de brindarle rigidez al vegetal, el reto estd en degradar la lignina y
romper la celulosa, para transformarlas en glucosa y otros azlcares durante las etapas
de tratamiento e hidrdlisis. Los azlcares obtenidos luego son convertidos en etanol
mediante la fermentacion con levadura.

Para que los biocombustibles de origen agricola sean rentables, se debe lograr que
el conjunto de procesos de conversion alcancen balances energéticos positivos, y que
su coste de produccién sea 1o més bajo posible para que pueda competir en el mercado
con aquellos combustibles derivados del petréleo.

2.2 Marco de referencia

Los biocombustibles no son un tema nuevo, pero si se ha expandido la investigacion
enrelacién a la biomasa, tratamientos y tecnologia que se emplea para la obtencion del
mismo. Por esta razén, ha sido de suma importancia basarse en varios proyectos

similares al presente con la finalidad de analizar los distintos procesos. Creando asi un
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procedimiento fusionado que se acople a las condiciones de la cascara de cacao,
tecnologia y materiales disponibles. A continuacion, se hace referencia a los trabajos
que destacaron y de los cuales se ha extraido informacion valiosa para esta
investigacion.

Una de las investigaciones que se tomo en cuenta para este estudio es la de Awolu
O.y Oyeyemi S., (2015). Los autores realizaron una optimizacion de las condiciones
para la obtencién de bioetanol utilizando la cascarilla de cacao como materia prima. La
hidrolisis se realizd con acido sulfurico (H2SO4) en concentraciones de 0.5 a 5.0
mol/dm?®, mientras que para la fermentacion se utilizd levadura Sacchamoryces
cerevisae en concentraciones de 0.01 a 0.05 mg/L y pH de 4.5 a 7. Como resultado
obtuvieron que las condiciones Optimas de hidrolisis con H,SO4 es a 0.5 M y que la
concentracién optima de levadura es de 0.05 mg/L con un pH no mayor a 8.

Segun Mbajiuka et al., (2015), la cascara de cacao, como muchos otros materiales
ricos en celulosa, puede utilizarse para la produccion de etanol, con la ventaja de
convertir residuos en productos dtiles. La hidrélisis se llevd a cabo con &cido
clorhidrico (HCI) 1 M durante 4 horas a 75 °C. La prueba de Fehling confirmo la
presencia de glucosa con 15 °Bx que para mayor rendimiento fue incrementado a 24
°Bx con la adicion de sacarosa. Tras el transcurso de 7 dias de fermentacion los °Bx
descendieron de 24 a 2 °Bx. Luego de la destilacion y como producto final se obtuvo
10.3% de etanol.

En el trabajo de titulacion de Y. J. Torres (2016), con tema “Caracterizacion de
Biomasa Lignoceluldsica (Thebroma Cacao L) para la obtencion de etanol por via

fermentativa”, se obtiene el valor en relacion de celulosa 27,04% , hemicelulosa
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7,997% vy lignina 45,39%, que son los tres componentes principales de los cuales
depende la obtencién de etanol.

Uno de los estudios del cual se tomé parte del procedimiento, es el de Miftahul &
Asip (2015), en el que se realizo el aprovechamiento de residuos de la industria del
coco. La fibra de coco se sometid a un pre-tratamiento alcalino al 3% con el propdsito
de liberar y eliminar la lignina. Como resultado obtuvieron que el mejor tratamiento
para la fibra de coco se dio al 4% de H,SO4 con 7 dias de fermentacidn.

En el estudio de Huynh Phong et al., (2016) sobre las condiciones de fermentacion
para la produccion de bioetanol a partir del hidrolizado de la cascara de cacao, se puede
concluir que las concentraciones de etanol 4.14-4.19% (w/v) se alcanzaron a los 9 dias
de fermentacion, a una temperatura de 30 °C, pH de 5.5 y con un contenido de 8.6%
(p/v) de azlcares fermentables presentes en el hidrolizado, consiguiendo asi un
consumo de azlcar de 97.54-97.56%.

Por otra parte, existe la investigacion de Shet, Sanil, et al., (2018) en la cual se realizo
la optimizacion de la hidrdlisis acida sobre la cascara de cacao, utilizando HCI en
concentracién 3.6 N, en un tiempo de 7.36 h. Se obtuvo un hidrolizado con una
concentracién de 4.09 g/L de azucares reductores. Se preparé el indculo de la levadura
Pichia stipitis en concentracion al 2%, logrando asi la conversiona etanol de 2 g/L tras
72 h de fermentacion.

Ademéas, Novizar Nazir et. al., (2016), desarrollaron un estudio sobre la
optimizacion del pre-tratamiento de la cascara de cacao, mediante la intervencion de
varios solventes quimicos (NaOH, H2O; y H.SO.), aplicando el Método de Superficie

de Respuesta (RSM) como modelo estadistico. El pre-tratamiento quimico se optimizo
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aplicando NaOH en concentraciones de 4-8% (p/v), con un tiempo de reaccién de 60-
100 min., y una relacion de biomasa a disolvente de 1:15-1:25 (p/v). Las condiciones
Optimas resultantes fueron a una concentracion de NaOH del 4% (p/v), con un tiempo
de reaccion de 100 min., y relacion de biomasa disolvente de 1:25 (p/v).

En el andlisis quimico de la céascara de cacao realizado por Sénchez, Soler, &
Herguido (2018), se obtuvieron los siguientes valores promedio: 53.7% celulosa, 18.7%
hemicelulosa, 25.7% lignina y 2.00% cenizas.

Benalcazar (2018), evalud la eficacia de distintos pre tratamientos quimicos sobre la
cascara de cacao, empleando acido sulfurico, hidroxido de sodio, hidroxido de amonio
y agua a diferentes tiempos de reflujo. Después de cuantificar la cantidad de etanol
presente mediante Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (GC-MS), pudo
corroborar que el mejor tiempo de reflujo se dio en 4 horas con un pre-tratamiento
alcalino (NaOH), se presencid mayor cantidad de celulosa y menor de lignina en valores
de 55.19% y 24.43%.

En el estudio realizado por Delgado, Soler, & Pefia (2018) se hizo uso de un
biorreactor para optimizar el proceso de obtencion de bioetanol a partir del mucilago
de cacao, se determind que el tiempo Gptimo de produccion se dio a las 34.5 horas con
una temperatura de 35 °C, con pH de 4 y una concentracion de levadura de 3 g/L.

2.3 Fundamentos tedricos

2.3.1 Combustible

Es aquella sustancia que al oxidarse libera gran cantidad de energia, sucomposicion
puede variar pero entre sus componentes siempre habrd carbono e hidrégeno. Al

clasificar a los combustibles segun el tiempo de formacidn, se pueden distinguir dos
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tipos. Existen los combustibles fosiles, que son el producto de una composicion lenta
de materia organica que puede tardar miles de afios en formarse, por ello son
considerados como fuente no renovable. Entre los combustibles fosiles esta el petréleo,
gas natural y el carbon mineral. Otro tipo de combustible, que al contrario del anterior,
se puede generar en un corto tiempo son los biocombustibles. Estos son de origen
bioldgico y son el bioetanol, biodiesel y el biogas (Revista Quimica, 2013)

2.3.2 Biocombustible

El término de biocombustible, hace referencia aquellos combustibles alternativos
que se producen a partir de biomasa. La biomasa al ser materia organica de origen
vegetal o animal representa fuentes renovables de energia casi inagotables. Por lo que
se considera como el Unico sustituto viable a los combustibles convencionales
obtenidos de fuentes fosiles (Salinas & Gasca, 2009).

Los combustibles bioldgicos pueden reemplazar a los combustibles comunes. La
materia prima se puede cultivar, e incluso se pueden aprovechar aquellos residuos
generados de cultivos existentes destinados para otra actividad. La sustitucién de los
combustibles tradicionales por el biocombustible puede evitar aproximadamente el
50% de las emisiones generadas por el uso de la gasolina o el gasoleo (Serna, Barrera,
& Montiel, 2011) .

La COPA (Comité de Organizaciones Profesionales Agricolas de la Comunidad
Europea) y la COGECA (Comité General de la Cooperacion Agricola de la UE), hacen
distincion entre dos tipos de biocombustibles; solidos, cuya funcidénes de generar vapor
y electricidad; liquidos, para uso de automocion como combustibles (M Ballesteros,

Ballesteros, Oliva, & Navarro, 1998).
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Los combustibles liquidos son:
1. Bioetanol.- los azlicares que se obtienen a partir de distinta materia organica, se
trasforman mediante un proceso de fermentacion para obtener alcohol etilico.
2. Bioaceites.- es el aceite vegetal que se extrae de plantas oleaginosas y que al
mejorar sus propiedades fisicoquimicas se asemeja al diésel.
2.3.3 Etanol
El etanol o alcohol etilico, con formula quimica CH,-CHsOH, es una cadena
compuesta de dos atomos de carbono unidos por un enlace simple, que a su vez esta
enlazado a un grupo hidroxilo. Se obtiene al fermentar los azlicares presentes en
distintas materias vegetales como es la cafia de azlcar, remolacha, maiz, cereales, o

biomasa en general.

\C 4
H™ \H H
llustracion 1. Formula quimica del etanol
Fuente: Autor
Es considerado como fuente de combustible renovable, ya que son varias las
materias primas que se pueden emplear para su obtencion, en especial aquellas que

generen un alto rendimiento de glucosa. Las biorefinerias son las plantas productoras

de etanol encargadas de su extraccion empleando técnicas de ingenieria semejantes al
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de la gasolina, incluyendo procesos de destilaciony deshidratacion (Alvarez, Evelson,
& Boveris, 2008).

El etanol es mezclado a distintas proporciones con la gasolina, con la finalidad de
complementarla, brinddndole mayor estabilidad y restando su volatilidad lo que facilita
su uso, almacenamiento y transporte. Entre mayor sea el porcentaje de etanol en la
mezcla va a tener menor impacto contaminante, debido a que este va a liberar menos
monoxido de carbono (Salinas & Gasca, 2009). Dichas mezclas dan origen a los
siguientes biocombustibles (RFA, 2017):

- Eb: es la mas usada, y resulta de la mezcla de 5% de etanol y 95% de nafta. Esta

autorizada por la regulacién europea y se empezé a usar en el Ecuador desde el
2010.

- E10: contiene 10% de etanol y 90% de nafta. Es mayormente empleada en los
Estados Unidos, debido a que esta proporcidn es tolerada por los motores sinla
necesidad de modificacién alguna. Como beneficio se obtiene un octano mas en
la gasolina y la reduccion en emisién de gases.

- EB85: mezcla de 85% de etanol y 15% de nafta, es empleada en motores
especiales. Algunas de las marcas mas importantes fabrican vehiculos con
motores modificados, que cuentan con sensores capaces de determinar la mezcla
de carburante y asi ajustarse automaticamente a cualquier relacion de nafta y
alcohol.

- E95y E100: se mezcla del 95% hasta 100% de etanol, no son muy comunes y

se necesita de motores especiales. Brasil es uno de los paises con mayor uso.
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- E-Diésel: el etanol se mezcla con gasoil mediante la ayuda de un aditivo
solvente, logrando como producto un biocombustible diésel. Se expende en los
Estados Unidos, Brasil y proximamente en Europa.

- ETBE (etil ter-butil éter): es un aditivo de la nafta, es menos volatil y mas
miscible.

2.3.3.1 Propiedades del etanol

En la tabla 1 se realiza una comparacién entre las propiedades del etanol y la

gasolina.
Tabla 1. Propiedades del etanol
PROPIEDAD ETANOL GASOLINA

Peso molecular 46.7 100-105
Carbono (% peso) 52.2 85-88
Hidrdgeno (% peso) 13.1 12-15
Oxigeno (% peso) 34.7 0
Presidn de vapor Reid (psi) 2.3 8-15
Indice de octano (R+M)/2 108/92 100/90

100 86-94
Solubilidad en agua 70°F (% Vol.) 100 -
Punto de congelacion °F -173.2 -40
Flash point °F 55 -45
Temperatura de autoignicion 793 495

Fuente: (Diaz & Herrera, 2003) tomado por (IMP, 2017)
2.3.3.2 Etanol de primera generacion
También conocido como etanol convencional. La biomasa es cultivada con el solo
propdsito de generar combustible. Su produccion es mucho mas simple y econémica
debido a la tecnologia que se implementa en comparacion con la de segunda
generacion. La mayor parte de la producciéon de etanol de primera generacion es

obtenida a partir del cultivo de la cafia de azUcar y del maiz, estos cultivos son de alto

18



rendimiento y han sido implementados a nivel mundial. De una tonelada de maiz se
obtiene 402 litros de etanol, mientras que de una tonelada de cafia de azlcar se puede
producir 85 litros (Cavieres, 2008).

Para producir cantidades significativas de etanol se necesita de grandes extensiones
de cultivos, reduciendo espacio para tierras cultivables destinadas para la alimentacion
de la poblacion. La tecnologia que se requiere para producir a gran escala, no siempre
esta al alcance de pequefios agricultores. Por lo general la produccién se encuentra
acaparada por las grandes industrias, desplazando al campesino y al mismo tiempo
encareciendo ciertos productos (Salinas & Gasca, 2009).

2.3.3.3 Etanol de segunda generacion

Los CSG al igual que los de primera tienen como proposito disminuir la
contaminacién y dependencia a los combustibles fosiles, pero tienen beneficios mucho
mas prometedores e ideales. La gran diferencia esta en la procedencia de los insumos,
se utilizan residuos agricolas y forestales, siendo asi una alternativa renovable que no
compite con los cultivos alimentarios (Faba, Diaz, & Ordéfiez, 2014). Algunos
ejemplos de biomasa lignocelul6sica empleada son: el bagazo de la cafia de azlcar,
aserrin, ramas, cascaras, hojas, etcétera. Se estima que se produce y a la vez se
desperdicia cerca de 40 millones de toneladas de materia vegetal (Sanderson, 2012).

Aungue este tipo de etanol suene mucha mas conveniente de producir, enfrenta
ciertos obstaculos, ya que se debe emplear tecnologias mucho mas complejas y con
costos de produccion elevados. El proceso implica la conversion de celulosa en
azucares mediante la aplicacion de enzimas o sustancias quimicas, para luego ser

fermentadas que dardn como resultado etanol (IICA, 2007b). La biomasa
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lignoceluldsica es mas dura y por ende mas dificil de tratar, esta compuesta de lignina,
celulosa y hemicelulosa. EI futuro del biocombustible de segunda generacion depende
de la investigacion para desarrollar métodos que resulten rentables y eficientes (FAQ,
2008).

2.3.3.4 Etanol de tercera generacion

También denominados “cultivos energéticos”, son cultivos vegetales no alimenticios
de crecimiento rapido. Dentro de esta categoria se siembran pastos perennes, plantas o
arboles pequerios, algunas algas verdes y verdeazules. Su produccion esta aun en etapa
de investigacion y se desarrolla a nivel piloto (Medina, 2008).

2.3.3.5 Etanol de cuarta generacion

Es aquel que en su proceso se aplica bacterias genéticamente modificadas con
diéxido de carbono o alguna otra fuente que contenga carbono. Su produccion se
encuentra aun en etapa de desarrollo e investigacion por lo que no es comercializado
(IMP, 2017).

2.3.3.6 Aplicaciones actuales del etanol

En la actualidad el etanol es producido en mayor cantidad debido a la acogida que
ha tenido los biocombustibles en paises desarrollados y Gltimamente en paises en vias
de desarrollo. Brasil, uno de los mayores productores de etanol a partir del cultivo de
cafia de azucar, mezcla en proporciones iguales al etanol con gasolina. Estados Unidos,
asi mismo gran productor de etanol a base de maiz busca reemplazar el uso de aditivos
en la gasolina, con el fin de reducir las emisiones de gases que contribuyen al
calentamiento global. Otros paises de Europa Occidental producen etanol a partir de

cultivos como el trigo y la remolacha, aplicando subsidios internos y barreras aduaneras
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para proteger la produccion interna y productores locales. El uso cada vez mas frecuente
de etanol ha impulsado a la industria automotriz, a la fabricacion de vehiculos capaces
de funcionar ya sea con gasolina o etanol o una mezcla de ambos. Estos vehiculos se
denominan Flexible Fuel Vehicules (FFV), que con la ayuda de un sensor puede
reconocer el tipo de combustible que se utiliza asi ajustando la carburacién del motor
en funcién de esta (Escalante & Fuentes, 2013)

2.3.3.7 Situacion internacional del etanol

Se prevé que la produccion mundial de etanol pasara de 120 MmL en 2016 a 137
MmL en 2026. De los 137 MmL producidos en el 2026 el 55% provendra del maiz
mientras que el 35% de cultivos de azlcar. Durante este periodo no se espera gran
evolucion para aquellos biocombustibles basados en residuos, debido a la falta de
inversion en investigacion y desarrollo (OCDE/FAO, 2017).

La Unidn Europea se rige por las Directivas de Energia Renovables 2009 y de
Calidad de los Combustible (RED), asi como también de la Directiva ILUC de 2015 y
por las legislaciones nacionales. Se espera que la proporcion de la energia total de
transporte representada por los biocombustibles, incluido el doble recuento de los
biocombustibles basados en desperdicios y residuos, alcance el 6.4% para el 2020. El
resto del objetivo RED del 10% deberé ser recaudado de otras fuentes de energia
renovable. Segun datos, se espera que Tailandia se involucre como uno de los paises
importantes en los mercados de biocombustible. El gobierno busca incrementar el uso
con un sistema de tributacion diferencial y subsidio que beneficie las mezclas de etanol

en la gasolina. El gobierno de India seguird impulsando la produccién a base de melaza.

21



En china se prevé que el uso de etanol aumentara a 1 MmL ya que asi estable las normas
obligatorias, el etanol se produce a partir del maiz'y yuca (OCDE/FAOQ, 2017).

2.3.3.8 Situacion nacional del etanol

La gasolina ECOPAIS es el tnico biocombustible existente en el Ecuador, esta
compuesta por un 95% de combustible fosil y 5% de etanol. El etanol que se utiliza
para crear esta mezcla proviene de cultivos de cafia de azlcar. ECOPAIS es un
biocombustible que cumple con los parametros establecidos por la norma de calidad
INEN, que indica que debe tener entre 85 y 87 octanos. Esta gasolina reduce la
produccion de nafta alto octanaje en un 14%, atributo que le confiere el alto octanaje
del etanol a la mezcla (Urgilés & Erreyes, 2018).

Algunas de las empresas que compran el etanol de los productores locales son
Producargo, Soderal y Codona. Dichas destilerias acondicionan al insumo para
entregarlo a Petroecuador que se encarga de realizar la mezcla ecopais. En el 2019 las
tres empresas alcoholeras entregarian a Petroecuador una cantidad de 110.5 millones
de litros de etanol, donde 3.79 millones de litro provendrian de productores artesanales

(Pacheco, 2019).

EL MERCADO DEL ETANOL Y DE LA GASOLINA ECOPAIS
Consumo de derivados del secior sutomotriz Subsicios de gasolinas Precio del etanol, por litro Procxcs comesaonaen
Cifras en miones de barrdos oe enevo a oemityo Engddlares por galin Endddares B OCL y now. W 208
06
- EEVL/ maZ
s -
016 e 079
sdor \ s / care
i g 5 PESEN 2 s ” Brasid / cafa
4 - — »
ECOpals g . o Argenting

Ilustracion 2. Consumo de derivados del sector automotriz, subsidios de gasolinas y
precio del etanol en el Ecuador.

Fuente: El comercio (2019).
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2.3.4 Biomasa

El termino biomasa hace referencia a toda la materia organica, contempla: plantas,
arboles, o desechos metabdlicos de los animales, que pueden generar productos
energéticos. Los materiales de origen bioldgico para la obtencion de dichos productos,
provienen de diversas fuentes, dentro de este grupo se consideran los residuos de la
agricultura e industria forestal (tallos, ramas, hojas, frutos, semillas, etc.), y residuos
urbanos (basura organica, aguas hervidas y otros). Mediante la aplicacion de procesos
y tecnologia de conversion a gran escala la biomasa puede servir para la produccion de
biocombustibles, los cuales buscan la sustitucion de combustibles fosiles.
A la biomasa se la puede clasificar segin su procedencia en (Cortes, 2011):

- Biomasa primaria.- este tipo de biomasa proviene directamente de seres
fotosintéticos, su origen vegetal hace que sea abundante y renovable. Dentro de
este grupo también se incluyen los residuos agricolas y forestales.

- Biomasa secundaria.- es la materia procesada por seres heterétrofos, que al
consumir la materia primaria la convierten en materia fecal y que también puede
ser conformada por la carne de los animales.

- Biomasa terciaria.- este tipo de biomasa es generada por seres que se alimentan
de biomasa secundaria.

- Biomasa natural.- es la biomasa producida en ecosistemas silvestres y se genera
sin la intervencion el hombre. Gran parte de la biomasa 40% que se genera en

el planeta proviene de los océanos.
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- Biomasa residual.- como su nombre lo indica se genera en calidad de residuos
como resultado de las actividades humanas. Los residuos agricolas y forestales
pueden ser muy variados y generados en grandes cantidades.

- Cultivos energéticos.- son cultivos destinados a la produccion de
biocombustibles. Se diferencian de los cultivos agricolas tradicionales debido a
que se siembran a gran escala y comprenden caracteristicas como resistencia a
sequia, enfermedades, etc.

2.3.4.1 Biomasa lignocelulosica

El material lignocelulésico esta compuestos de tres polimeros; celulosa,
hemicelulosa y lignina, que a la vez se encuentran envueltos en una compleja estructura
(Sanchez Riafio, Gutiérrez Morales, Mufioz Hernandez, & Rivera Barrero, 2010). La
lignocelulosa es el principal componente de la pared celular de las plantas, le confiere
forma y rigidez brindandole soporte estructural. La presencia de estos tres polimeros
(lignina, celulosa y hemicelulosa) varian en concentraciones segun la especie, edad y
fase de crecimiento de la planta (Cuervo, Folch, & Quiroz, 2009).

Es un material abundante sobre la tierra, tiene una produccion anual cerca a los 200
000 millones de toneladas. Dentro de este grupo se encuentran residuos agricolas,
forestales y agroindustriales, lo que hace que su produccién sea masiva. La alta
disponibilidad y su bajo costo de produccion hacen de este un material de interés para
la industria de biocombustible. Aunque todo parece apostar por los combustibles a base
de biomasa lignocelulosica, el gran problema radica en la tecnologia que se ha venido
implementando, ya que los procesos a la cual tiene que ser sometida hace que su costo

de produccion no compitan con el combustible comin (Corredor & Pérez, 2018).
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La biomasa lignocelulésica se puede clasificar en seis grupos; residuos agricolas,
maderas duras, maderas blandas, residuos celulésicos, biomasa herbacea, y residuos

sélidos urbanos.
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Ilustracion 3. Materia lignocelulosica y sus tres polimeros (Celulosa, hemicelulosa y
lignina).
Fuente: (Cuervo et al., 2009) tomada de Rubin 2008.

2.3.4.2 Celulosa

La celulosa es un homopolimero polidisacarido conformado por subunidades de D-
glucosa que a su vez se encuentran unidas a un enlace glucosidico p 1-4 (Cortes, 2014).
En su estado natural, la celulosa se estructura en capas de fibrillas cristalinas, las
fibrillas son individuales y débilmente unidos por enlaces de hidrégeno y fuerzas de

Van de Waals intramoleculares. Los enlaces de hidrogeno le confiere rigidez al
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material, y si estos son escasos la celulosa se denomina amorfa, por lo que la disposicidn
espacial de los enlaces determinan las formas cristalinas (Cuervo et al., 2009).

Segln su macroestructura cristalina, la celulosa puede clasificarse en celulosa |, Il,
'y IV. La clase | se encuentra por lo general en la pared celular. La IlI, es
termodinamicamente estable, y se genera debido a la cristalizacién de la primera o de
la mercerizacion en hidroxido de sodio. Ambas clases deben ser consideradas para

emplear el pre-tratamiento (Guarnizo, Martinez, & Valencia, 2009).

HO
H o o \
H
OH H
H
H OH

Ilustracion 4. Formula quimica del polimero de la celulosa

Fuente: Autor

2.3.4.3 Hemicelulosa

Es una estructura compleja y ramificada de carbohidratos, formada por la union de
azucares como son las pentosas (D-xilosa y L-arabinosa), hexosas (D-manosa, D-
glucosa y D-galactosa) y acidos de azlcar (4-O-metilglucurénico, D-galacturénico y
D-glucurdnico). Estos azlcares por lo general se encuentran unidos mediante enlaces
B-1,4 y en ocasiones por enlaces 3-1,3 (Cuervo et al., 2009).

La hemicelulosa tiene menor peso molecular en comparacion con la celulosa y sus
cadenas laterales son mas cortas, formando asi una estructura amorfa mas facil de

hidrolizar (Cortes, 2011).
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La hemicelulosa sirve como intermediaria para conectar a la lignina con las fibras
de celulosa, y le confiere rigidez al conjunto de celulosa-hemicelulosa-lignina (Sanchez

Riafo et al., 2010).
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llustracién 5. Formula quimica de la hemicelulosa

Fuente: Autor
2.3.4.4 Lignina

Es considerado como uno de los polimeros més abundantes entre la biomasa, y al
igual que la celulosa y hemicelulosa se encuentra en la pared celular del material
vegetal. La lignina es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado
constituido por unidades de fenilpropano (p-coumaril, coniferil y alcohol sinapilico)
gue estan unidos por distintas clases de enlaces (Guarnizo et al., 2009). Es insoluble
en agua y Opticamente inactivo, por lo que es dificil de degradar. Debido a la resistencia
gue presenta ante la degradacién quimica y bioldgica, se debe aplicar un proceso de
pre-tratamiento e hidrolisis mas severo si se pretende eliminar. La lignina tiene como

funcidn principal brindar soporte estructural, impermeabilidad, proteccion contra el
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ataque microbiano y el estrés oxidativo. También cumple con mantener unidos a la

celulosa y hemicelulosa (Cortes, 2014).

(P aV AV v,

llustracion 6. Formula quimica de la lignina.

Fuente: Autor
2.3.5 Materiales Lignoceluldsicos

Las caracteristicas de los componentes de estos materiales hace posible el
aprovechamiento para la obtencidn de etanol (celulosa y hemicelulosa), combustible,
adhesivos o inmunoadyuvantes (biomasa y lignina). Las actividades agroindustriales y
forestales son las que generan mayor cantidad de residuos lignoceluldsicos, que pueden
ser aprovechados (Vifals, Bell, Michelena, & Ramil, 2012) .

Entre los desperdicios o subproductos agroindustriales que mas importancia se le
ha dado para la produccién de biocombustible estan aquellos provenientes de las frutas;
residuos de la industria azucarera, bagazo, cachaza, la paja y el cogollo; cascarilla de

arroz; bagazo y céscara de citricos; residuos de la industria del banano; zuro de maiz;
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residuo de la produccion de tequila, bagazo de agave; cascara de café; residuos de

material verde, cascaras, hojas, bagazo de frutas, entre otros (Corredor & Pérez, 2018)

Tabla 2. Materiales lignoceluldsicos y sus principales componentes

Material Lignocelulésico Celulosa  Hemicelulosa  Lignina
(%) (%) (%)
Madera dura 40-55 24-40 18-25
Madera suave 45-50 25-35 25-35
Cascara de nuez 25-30 25-30 30-40
Olote de maiz 45 35 15
Desechos de pastos 25-40 35-40 18-30
Papel 85-99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 80-85 0
Algodén 80-95 0 0
Papel periddico 40-55 25-40 18-30
Desecho de papel de pulpeos 60-70 10-20 5-10
quimico
Desechos sélidos de aguas 8-15 ND 24-29
residuales
Desechos animales (cerdos) 6 28 ND
Desechos sdélidos de ganado 1.6-4.7 1.4-3.3 2.7-5.7
Hierba Burmuda 25 35.7 64
Pastos de crecimiento rapido. 45 31.4 12

Fuente: (Cuervo et al., 2009)
2.3.6 Cacao
El cacao, cuyo nombre cientifico es Theobroma cacao L. es un arbol pequefio que
alcanza una altura promedio de 5.10 m, es conocido por su apetecido fruto ya que de
sus pepas se elabora todo tipo de chocolates y dulces derivados de este. Es un cultivo
agroalimentario  tropical que crece en ambientes himedos de Centroamérica y
Sudamérica, su origen y domesticacion no se conoce con certeza por lo que se mantiene

en debate (Martinez-Angel, Ortiz-Rodriguez, & Villamizar-Gallardo, 2015).
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llustracién 7. Fruto Theobroma cacao L.

Fuente: (Salas & Yunuen, 2015)

Existen tres tipos de cacao destinados para la produccion a mayor escala
denominados: criollo, forastero y trinitario. El criollo se cultiva principalmente en
paises de América del Sur y América Central, su fruto es de coloracién rojo o amarillo,
la pared de la céascara es fina y sus semillas son grandes de color blanco/purpura. Es de
esta clase que se obtiene el chocolate de méas alta calidad, pero es el cultivo que menos
se desarrolla debido al bajo rendimiento y su susceptibilidad a enfermedades. El cacao
forastero se adapta al clima de la cuenca del Amazonas, el fruto es de pared gruesa y
de color amarillo, con semillas planas y coloracion purpura. Este tipo de cacao es de
mayor produccion y es el mas utilizado para sembrar. Finalmente estid el cacao
trinitario, como resultado de la combinacion del criollo y forastero, del cual se obtiene
chocolate de alta calidad (De la Cruz, Vargas, & Del Angel, 2011).

En el Ecuador se siembra la variedad de cacao CCN-51, los frutos son de color
rojizos al alcanzar la madurez, tiene una alta capacidad productiva en comparacion a
las demas variedades, pudiendo llegar a producir cuatro veces mas y resulta ser

conveniente para los agricultores por ser resistentes a enfermedades. La produccién es
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extensa y de gran demanda en el mercado internacional. Los paises productores de
cacao son: Costa de Marfil, Ghana, Brasil, Indonesia, Malasia, Nigeria, Camerun,
Ecuador, Colombia, y México (UNESCO, 2008).

2.3.6.1 Cultivo de cacao en el Ecuador

Ecuador se encuentra posicionado como primer exportador de cacao fino de aroma,
con una produccion de mas del 62% a nivel mundial. El cultivo de cacao es una de las
actividades agroindustriales de mayor importancia, promueve el desarrollo social y
economico de nuestro pais con una produccion anual que representa el 6,7% del PIB.
La produccion se desarrolla principalmente en las provincias de Los Rios, Manabi,
Guayas y en menor cantidad en las provincias de Esmeraldas, el Nororiente y EI Oro.
Las provincias de la sierra que se dedican también a esta actividad en menor proporcion
son Cotopaxi, Bolivar y Cafar. La extension total de tierras cultivadas es de 560.387
hectareas que representa alrededor de 150.000 familias involucradas en la industria
cacaotera (ILAC, 2018).

2.3.6.2 Composicion quimica del cacao

El cacao tiene aproximadamente 300 compuestos volatiles, entre estos: esteres,
monocarbonilos, hidrocarburolactonas, piroles entre otros. También abarca un monton
de compuestos que le confieren su color, textura, aroma y sabor, tiene cerca de 18% de
proteinas de las cuales 8% son digeribles; grasas, aminas y alcaloides (trobramina 0.5-
2.7%, cafeina 0.25-1.43%, tiramina, dopamina, salsolinol, trigonelina, acido nicético y
aminoacido libres, taninos, fosfolipidos, etc.)

La cascara de cacao que representa la mayor parte del fruto, con base en cenizas

libres, contiene un aproximado de 35 %p de lignina, 30 %p de celulosa y 10 %p de
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hemicelulosa, el restante corresponde a extractos. La ceniza representa del 10-15 %p
y es la fraccion inorganica de la biomasa (Martinez-Angel et al., 2015)

En las siguientes tablas se ha tomado informacién recolectada por Kely Ortiz-
Valbuena & Ricardo Alvarez-Leon, en las que se presenta la composicion quimica de

tres partes principales del fruto del cacao.

Tabla 3. Composicién quimica de la cascara externa del fruto del cacao

Componente % plp
Humedad 85
Proteina 1,07
Minerales 1,41
Grasa 0,02
Fibra 5,45
Carbohidratos 7,05
N 0,171
P 0,026
K 0,545
Pectinas 0,89

Fuente:(Alvarez-Leon & Ortiz-Valbuena, 2015)

Tabla 4. Composicion quimica del grano de cacao

Componente % plp
Manteca de cacao 54
Proteina 11,5
Acidos organicos y 9,5
aromas
Celulosa 9
Acidos tanicos y color 6
Agua 5
Sales minerales 2,6
Teobromina 1,2
Azcares 1
Cafeina 0,2

Fuente: (Alvarez-Leon & Ortiz-Valbuena, 2015)
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Tabla 5. Composicion quimica del mucilago del cacao

Componente % p/p

Agua 79,2-84,2
Proteina 0,09-0,11
Azlcares 12,50-15,9
Glucosa 11,6-15,32
Pectinas 0,9-1,19

Acido citrico 0,77-1,52
Cenizas 0,40-0,50

Fuente: (Alvarez-Ledn & Ortiz-Valbuena, 2015)

2.3.6.3 Residuos de la industria cacaotera

La cascara de cacao es el residuo de mayor volumen que genera la agroindustria
cacaotera, la semilla que es la Unica parte aprovechable representa tan solo el 10% del
fruto fresco, el resto se considera desperdicio del proceso de produccion. Al extraer la
pulpa y semillas del cacao, la cascara representa el 52 a 70% del peso himedo del fruto
y suvalor calérico es de 17 a 22 MJ kg -1. Una vez cultivado el fruto la cascara se retira
y se reincorpora al suelo en condicion de composta o de forma directa en el mismo
predio o en terrenos aledafios. Tomando en cuenta la gran cantidad de material residual
esta practica no siempre es la mas adecuada ya que puede generar impactos negativos,
como la propagacion de patdgenos (Villamizar, Rodriguez, & Leon, 2017). La pulpa 'y
la cascara mas que abono puede ser fuente de contaminacidn de suelos y cuerpos de
agua, ademas pueden causar olores desagradables y deterioro del paisaje (Villagomez
& Argiiello, 2013).

2.3.6.4 Cascara de cacao como materia prima energética

Los materiales residuales generados por la agroindustria no compiten con el

suministro de alimentos, mas bien se basa en el aprovechamiento de biomasa para

33



generar productos como el etanol. La cascara de cacao se puede utilizar para generar
combustible de segunda generacion que puede resultar beneficioso para: 1) evitar el
pronto agotamiento de recursos fosiles no renovables, 2) disminuir el efecto
invernadero causado por la liberacion de CO2, 3) desarrollo de fuentes de energia
independientes, 4) generacion de empleo en areas rurales, 5) la reduccion de
contaminacion, proliferacion de patdgenos y erosion de suelo (Martinez-Angel et al.,
2015)

Varios paises Latinoamericanos poseen condiciones idoneas para la produccion de
biocombustibles, las alternativas de cultivos tropicales y subtropicales hacen que estos
tengan un mejor balance energético y ambiental en comparacion con paises del Norte

del Hemisferio (1ICA, 2007?).

Tabla 6. Balance energético y ambiental de cultivos para la produccion de etanol y

biodiesel
Etanol Biodiesel
Trigo 2 Girasol 3.2
Balance energético
(Unidad retornada de Remolacha 2  Canola 2.7
energia no renovable  Maiz 15 Soya 3
usada) Cafia de azlcar 8.3 Palma 9
Balance ambiental Remolacha 2.17 Soya 2.6
(GHG emisiones por  Trigo 1.85 Canola 1.79
tonelada de petroleo, Cafia de azlcar 0.41 Palma 1.73

en toneladas
equivalentes de CO?  Paja 0.33 Madera 0.27

Fuente: (Union Europea, 2017) citado en (IICA, 2007?)
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2.3.7 Tratamientos para la obtencion de etanol

La compleja composicién del material lignoceluldsico hace que el proceso de
conversion a etanol sea mas laborioso. Existen cuatro etapas esenciales para la
conversion a etanol que a su vez pueden desarrollarse de distintas formas, estas son:

pretratamiento (reduccién de tamafio del material), tratamiento, hidrdlisis, y

fermentacion.

2.3.8. Pre-tratamiento

Es la primera etapa a la cual se somete la biomasa con la finalidad de mejorar el
rendimiento de obtencidn de azlcares fermentables. Estos procesos deben ser escogidos
segun la materia prima a trabajar para asi obtener los mas altos rendimientos. Enel caso
de materiales lignoceluldsicos, se emplean condiciones quimicas agresivas por lo que
es importante tomar en cuenta los costes de tratamiento para que sean lo mas
econdmicos posibles.

a) Pre-tratamiento mecanico (fisico): el material se somete a un proceso de trituracion,
con la finalidad de reducir el tamafio de particula y la cristalinidad. Un material mas
pequefio permitira mayor contacto de superficie especifica y reduccién del grado de
polimerizacion (DP). A mayor area de superficie especifica se reducird el DP,
logrando de esta forma incrementos del 5 al 25% en la hidrolisis (Sanchez Riafo et
al., 2010). Al finalizar esta etapa y si el material lo requiere se puede aplicar algun
otro pre-tratamiento (biol6égico, térmico, acido o alcalino) con el fin de
descomponer la lignina y hemicelulosa.

b) Pre-tratamiento bioldgico: su fundamento estd en exponer al material

lignoceluldsico a la accion de ciertas enzimas 0 microorganismos con el proposito
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d)

de degradar a la lignina y la hemicelulosa. Por lo general, al escoger un pre-
tratamiento bioldgico, va a ser necesario empezar con un tratamiento con hongos
seguido por uno con enzimas. El tratamiento con hongos se puede realizar con
hongos de podredumbre entre otros. Los hongos de podricion blanca han
demostrado tener una accién eficaz para tratar materiales lignoceluldsicos. Ademas,
se han desarrollado trabajos con la intervencion de microorganismos como el
Aspergillus terreus, TrichodermasSpp., Cyathusstercoreus,
Penicilliumcamemberti, Streptomycesgriseus, Penicilliumcamemberti,
Streptomycesgriseus, asi como el uso de enzimas como la peroxidasa, manganasa,
lactasa, etc (Rios, 2015).

Pre-tratamiento térmico: consiste en someter al material lignocelulésico a
temperaturas entre los 150 a 180 °C. La temperatura puede ser mayor, ya que la
reactividad térmica va a depender del material que se utilice y su composicion.
Existen tres formas para llevar a cabo este tipo de pre-tratamiento y es mediante
vapor de agua, explosion por vapor y con agua caliente (LHW). Al aplicar estos
procedimientos parte de la hemicelulosa se hidroliza formando &cidos que
funcionan como catalizadores de la misma hemicelulosa durante la fase de hidrdlisis
(Cortes, 2014).

Pre-tratamiento acido: este tipo de pre-tratamiento puede ejecutarse con acidos
diluidos o concentrados. Al combinar a la biomasa con &cido, se va a solubilizar a
la hemicelulosa mientras que la lignina soluble se condensa y precipita. Estos
efectos son mucho mas pronunciadas en acido concentrado que en acido diluido por

lo que este tipo de pre-tratamiento no es muy recomendable para la obtencién de
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etanol. El pre-tratamiento de acido diluido es mucho mas conveniente, por el hecho
de que la formacion de reacciones secundarias puede ser eliminada. (Cardona &
Orrego, 2009).

Pre-tratamiento alcalino: este pre-tratamiento va a dar lugar a dos tipos de
reacciones, siendo estas la solvatacion y la saponificacion que como resultado va a
provocar que el material se hinche haciéndolo mas accesible a enzimas y bacterias.
A altas concentraciones de alcalinidad se puede provocar una hidrélisis alcalina, la
degradacion y disolucion de los polisacaridos disueltos. Algunos efectos no
deseados de este pre-tratamiento pueden ser la solubilizacién, redistribucion y
condensacion de la lignina, contrarrestando asi los efectos positivos de la
eliminacion de lignina e hinchamiento de la celulosa. Otro aspecto a tomar en
cuenta es que el alcali puede provocar un cambio en la estructura de la celulosa,
haciéndola mas termodindmicamente estable y densa que aquella sin tratar
(Cardona & Orrego, 2009).

2.3.9 Técnicas de hidrolisis y fermentacién

2.3.9.1 Hidrolisis y fermentacion separadas (SHF)

Este tipo de procedimiento hace referencia aquel que se realiza en distintos tiempos,

de este modo se lleva a cabo primeramente la fase de hidrélisis y después la de

fermentacion. La ventaja de realizar estos procesos por separado es que se puede

trabajar con condiciones especificas e idéneas de cada cual, por ejemplo al emplearse

una hidrélisis enzimatica con celulasas estas van a necesitar de temperaturas superiores

a otros microorganismos empleados para la fermentacion (Rios, 2015).
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2.3.9.2 Sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF)

A diferencia del SHF esta técnica ofrece aplicar ambos procesos a la par, y al igual
que la anterior presenta sus ventajas, por 1o que ambos procesos podrian funcionar en
relacion a las condiciones que se necesita, por lo que se debe analizar y estudiar para
escoger el método de conveniencia. Una de las ventajas que se presentan al elegir este
proceso es que los azucares fermentables producidos pueden inmediatamente ser
fermentados reduciendo asi la formacién de inhibidores de las materias primas (Rios,
2015).

2.3.10 Hidrdlisis

Hidrdlisis proviene de las palabras griegas en la que hidros significa agua y lisis
significa ruptura. EIl objetivo de la hidrélisis es desorganizar la estructura celular de la
biomasa empleada, para exponer la celulosa presente enella, con la finalidad de facilitar
la accion de las enzimas o acidos que se apliquen para la obtencion de azlcares
fermentables. La efectividad y velocidad de la hidrélisis dependen de varias factores
como el Ph, temperatura, la concentracion de la biomasa hidrolitica, el tipo de biomasa

empleada, y el tamafio de particula (Aguilar, 2010).
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Ilustracion 8. Estructura quimica: hidroélisis de materiales lignocelulésicos
Fuente: (Aguilar, 2010)

2.3.10.1 Hidrdlisis &cida

Es un método antiguo, que reporta ser efectivo y tener altas tasas de reaccion. En la
actualidad, este tipo de hidrdlisis se utiliza en su mayoria como un pre-tratamiento
anterior a la hidrolisis enzimatica, con la finalidad de deslignificar y obtener la mayor
cantidad posible de celulosa (Aguilar, 2010). El &cido sulfarico es el reactivo con
mayor uso en la hidrolisis acida, se puede emplear diluido, a una concentracion al 5%
con rendimientos del 100% a 160 °C, o concentrado al 77% con temperaturas mas bajas
entre los 120-160 °C. Al emplear acidos existe la posibilidad que ocurran reacciones de
condensacion y eliminacion que pueden resultar en la formacion de sustancias toxicas
como es el hidrocimetilfurfural, que afecta a la levadura (Guarnizo et al., 2009).

Los productos que se obtienen de los hidrolizados acidos celulésicos y
hemiceluldsicos son la celobiosa, glucosa y xilosa (Aguilar, 2010). Dichos azlicares
pueden ser fermentados en un proceso posterior para obtener como producto final

etanol (Jaramillo, 2013).
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2.3.10.2 Hidrdlisis enzimatica

Es considerada como la mejor opcién para la produccion de etanol. Durante esta
etapa se utilizan enzimas en vez de acidos y se trabaja a temperaturas entre los 30 a 50
°C, reduciendo asi la degradacion de azlcares presentes. En el aspecto econémico,
tomando en cuenta el tipo de enzima que se emplee y optimizando el proceso puede
resultar 4 veces mas econdmico que la hidrolisis acida (G. Alvarez, Bell, Ramil-Mesa,
& Vifas, 2012). Se emplean enzimas denominadas celulasas que tienen una alta
especificidad. Las celulasas se encargan de catalizar la reaccion con el proposito de
degradar la celulosa presente en azlcares fermentables (Sanchez Riafio et al., 2010).

Las celulasas pueden ser producidas por bacterias u hongos capaces de actuar en
condiciones aerobicas o anaerébicas. Durante la hidrolisis, por lo general se da una
mezcla de varias enzimas, entre estas al menos tres grupos de celulasas se encuentran
involucradas. Los tres grupos principales de enzimas celulasas son las endoglucanasas,
exoglucanasas y las B-glucosidasas. Otras enzimas encargadas de degradar la
hemicelulosa son las glucorinadasas, acetillesterasas, xilanasas, galactomanasas, entre
otras (Aguilar, 2010).
2.3.11 Fermentacion
2.3.11.1 Fermentacion alcoholica

Es una bioreaccion, en la que los azlcares son degradados en alcohol y diéxido de
carbono con la intervencidn de microorganismos, como por ejemplo, la levadura. Este
proceso involucra varios factores que hacen que sea mas compleja de lo que parece ser
a simple vista. La glucosa es degradada a dos moléculas de alcohol y dos de bioxido de

carbono, al mismo tiempo que el microorganismo se nutre de la glucosa y otros
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nutrientes para reproducirse (Vazquez & Dacosta, 2007). La ecuacion de conversion se

representa segun la siguiente ecuacion:
CgH120 > 2C,Hs0H +2CO0O»

Los criterios a considerar para lograr condiciones idoneas son: el microorganismo a
emplear que debe ser seleccionado segun la materia prima con la que se va a trabajar,
método de pre-tratamiento, y tipo de hidrolisis. A parte de las condiciones indicadas
existen otras variables que influyen en los procesos de fermentacion como es el Ph,
temperatura, y concentracién de sustratos. EI microorganismo mayormente estudiado y
empleado para la obtencidon de etanol es la levadura Saccharomyces cerevisae,
investigaciones indican que el mejor rendimiento se obtiene con un Ph de 5.0 y una
temperatura de maximo 37 °C (Vazquez & Dacosta, 2007) .

2.3.11.2 Microorganismos empleados en la fermentacion

Algunos de los microorganismos empleados para la conversion de azlcares a etanol
son la Canndidatropicalis y Candidalusitanie usados en algas; Saccharomyces
cerevisae que es la levadura tradicional utilizada a través de los afios para la produccion
de etanol; Pichiastipitis (KCTC7228), Pachysolentannopilus (KCTC7229) vy
Kloeckerasporaosmophila (KCCM50548) utilizadas sobre algunas algas (Sanchez
Riafio et al., 2010).

2.3.12 Saccharomyces cerevisiae

Es una levadura heterétrofa con una amplia aplicacién, su alta capacidad
fermentativa ha hecho que se venga utilizando desde la antigliedad para la elaboracion

de pan, cerveza, vino, etc.
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2.3.12.1 Morfologia

Son considerados como hongos unicelulares y por lo general sus células son
ovaladas pero también pueden ser esféricas, cilindricas o elipticas y alcanzar un
didmetro maximo de entre 4-5 um. Su reproduccion se da por fision binaria o gemacion
y algunas pueden ser dimorficas o bifésicas (Suarez-Machin, Garrido-Carralero, &
Guevara-Rodriguez, 2016)

2.2.12.2 Metabolismo

La Saccharomyces cerevisae cuenta con dos tipos de metabolismo siendo estos
oxidativo o respiratorio y metabolismo fermentativo. El primero hace referencia a un
metabolismo aerobio que necesita de oxigeno para su crecimiento mientras que el
segundo se vale del proceso de fermentacion para producir energia.

El metabolismo de la Saccharomyces cerevisae en la fermentacion alcohdlica se da
inicio con la ruta metabolica conocida como glucdlisis, que conlleva a la formacion de
dos moléculas de piruvato por cada molécula de azlGcar metabolizada. Luego, el
piruvato se descarboxila y como resultado se produce el etanol y CO,

2.2.12.3 Factores para el crecimiento y desarrollo de la levadura
a) Presion osmotica: la levadura se nutre mediante un proceso osmotico, por lo que se

debe evitar medios hipertonicos o hipotdnicos. El estrés osmotico puede causar

alteracion en cuanto a volumen celular, velocidad de fermentacién y viabilidad

celular (Suarez-Machin et al., 2016)

b) Temperatura: es un factor que debe mantenerse regulado puesto a que si la

temperatura se encuentra muy elevada va a provocar la muerte de la levadura y
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d)

obtencién de reacciones secundarias, mientras que una temperatura muy baja no
permitira la activacion de las mismas.

Luz: los microorganismos que no poseen clorofila se desarrollan mejor en ausencia
de luz ya que esta resulta ser perjudicial para su crecimiento.

Ph: las levaduras pueden tolerar condiciones de Ph entre 3-10, pero se desarrollan
idoneamente en un medio ligeramente &cido con un Ph entre 4.5-6.5, estos rangos

pueden varios segun la cepa que se utilice (Suarez-Machin et al., 2016)
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CAPITULO 3

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Nivel y disefio de investigacion

La siguiente investigacién se basa en el método cuantitativo cientifico. Dicho
método consiste en la recoleccion e interpretacion de los datos de las variables
planteadas (pH, tiempo y temperatura de fermentacion), con el fin de determinar las
condiciones Optimas de fermentacion para la obtencion de bioetanol a partir del
hidrolizado acido de la cascara del cacao (Theobroma cacao) proveniente de la
industria cacaotera del Ecuador.

Se trata de una investigacion explicativa, debido a que se busca el porqué de los
hechos mediante el establecimiento de relaciones causa-efecto. Las causas establecidas
serian la temperatura, pH y tiempo de fermentacidn, mientras que el efecto se considera
el rendimiento de bioetanol.

El disefio de la investigaciénes combinado, ya que se aplica tanto un disefio de tipo
documental como uno experimental. El desarrollo del presente estudio se baso en la
investigacion bibliografica obtenida de distintas fuentes electrénicas como lo son las
paginas web, revistas, articulos cientificos, libros, tesis, entre otros. La fase
experimental inicia cuando la ciscara del cacao es sometida a determinadas condiciones
(variable independiente), para observar los efectos o reacciones que se producen
(variable dependiente).

3.1.1 Poblacién y muestra

Se consider6 como poblacion la cantidad de material (cascaras de cacao) recolectado

para llevar a cabo la experimentacion. Este material fue tomado de una finca cacaotera
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situada en la parroquia La Cuca del cantdén Arenillas de la Provincia de El Oro. Se

realiz6 un fraccionamiento de la poblacion principal para luego tomar las muestras que

se sometieron a los distintos procedimientos con la finalidad de obtener etanol.

Al recoger el material se consideraron varios factores de modo que la materia
(céscara) fuese lo mas homogénea posible, es decir; estado de madures &ptimo,
eliminacion de materia extrafia presente y dafios en la estructura.

3.1.2 Variables

3.1.2.1 Independientes

Las variables independientes del presente estudio son las siguientes:

— Temperatura: es una de las variables a controlar, es importante determinar a qué
temperatura se obtiene mayor rendimiento de etanol puesto a que la fermentacion
se realiza con la intervencién de levadura, que va a funcionar segun las condiciones
a la que es expuesta.

— pH: el hidrolizado se ajusto a distintos valores de pH para su posterior fermentacion,
con el propdsito de determinar cual de estos valores es el mas apropiado para mayor
rendimiento de etanol.

— Tiempo de fermentacion: este tipo de variable es considerada cualitativa dicotomica
simple, la fermentacion se controla en prolongacion de dias (3 hasta 7 dias) para
definir el tiempo de fermentacién Gptimo.
3.1.2.2 Dependiente
El rendimiento de bioetanol es el resultado de la intervencion de las variables

independientes a las cuales se expuso el hidrolizado de la cascara de cacao durante la

fase de fermentaciéon. Las condiciones de temperatura, tiempo y pH afectan
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directamente el rendimiento, por lo que mediante la comparacién de los resultados se
determind cual de estas generan la optimizacién para la obtencion de etanol.

3.1.2.3 Intervinientes

Las variables intervinientes en este caso son el tamafio de la particula, la
composicion quimica, y el pre-tratamiento alcalino de la cascara de cacao. Estas
variables fueron desde un principio controladas y definidas para que no intervengan en
el proceso de obtencion de etanol estableciendo un tamafio especificd de particula en
microgramos. La determinacion de la composicion quimica de la céscara se analizo
para conocer la disponibilidad de conversion, asi como también se escogié un pre-
tratamiento alcalino basado en bibliografia.

3.2 Técnicas empleadas

3.2.1 Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

Las técnicas empleadas para lo recopilacién de datos han sido varias entre estas;
revision bibliografica, revision de contenidos, y técnica de observacion; para las cuales
se utilizaron instrumentos como: base de datos, computadora, gestores bibliogréaficos y
unidades de almacenamiento. La parte practica del proyecto se evidencié mediante la
técnica de observacion en conjunto con instrumentos como fotografias, fichas de
laboratorio y videos.

3.2.2 Técnicas de analisis y procesamiento de datos

Las técnicas de procesamiento de datos se desarrollan mediante; la clasificacion,
tabulacion y comparacion de datos. Los resultados son expresados por metodologia de
superficie de respuesta (MSR) con el fin de evaluar la interaccion entre multiples

variables (pH, temperatura y tiempo de fermentacién) y su impacto en la variable de
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respuesta: la concentracion de etanol. Las herramientas a emplear son gréficos, tablas,
proyecciones y regresiones en las que se plasmaran los resultados obtenidos.

3.4 Procedimientos

El siguiente proyecto de investigacion se desarrollé empleando métodos tedricos de
consulta bibliografica, para luego ponerlos en practica mediante métodos empiricos en
la fase de experimentacion.

3.4.1 Acondicionamiento de la muestra

3.4.1.1 Recoleccion de la muestra

La cascara de cacao se recolectd de una finca cacaotera ubicada en la parroquia La
Cuca del canton Arenillas, de la provincia de El Oro. Se recogieron tras la cosecha del
cacao en condicion de desechos. Las cascaras se encontraban en el suelo al pie de las
plantas de cacao en buen estado y partidas por la mitad.

3.4.1.2 Reduccion de tamario

Una vez recolectadas, las cascaras se introdujeron en una trituradora mecanica con
el proposito de reducir su tamafio a un aproximado de 3 cm de diametro para asi poder

continuar con el protocolo establecido.
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[lustracion 9. Trituracion mecanica de las cascaras de cacao
Fuente: Autor
3.4.1.3 Secado
Este paso se realizo con el propdsito de eliminar la humedad presente en la cascara.
Se extendid las cascaras trituradas sobre una lona y se expuso al sol durante una semana,
volteando cada dos horas para un secado homogéneo. La humedad se midi6 en el

equipo Moisture Analyzer HB43-S hasta alcanzar un valor entre los 9-10 % MC.
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llustracién 10. Proceso de secado de la cascara de cacao

Fuente: Autor
3.4.1.4 Disminucién del tamafio
La disminucidon de particula se logré con la intervencion de dos equipos:
primero se paso las cdscaras previamente trituradas y secas por un molino de mano que
redujo significativamente su didmetro, y luego, se procesé en un molino de corte

mecénico con malla de 2 mm (Retsch SM 100).
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llustracion 11. Molinos empleados para la disminucion de particula de la cascara.
Fuente: Autor

3.4.1.5 Tamizado

El material se colocd en un tamizador vibratorio con mallas de abertura entre los 20
a 80 um con la finalidad de obtener especificamente el didmetro de 80 um como lo
indica el protocolo establecido. Luego se almacend en una bolsa pléstica sellada hasta
Su posterior uso.

3.4.2 Caracterizaciéon quimica de la cascara

La determinacion del contenido de lignina, celulosa, hemicelulosa, proteina, cenizas
y humedad fue realizada por el Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP), en el laboratorio de servicio de analisis e investigacion en
alimentos. EI método aplicado es el de la Universidad de Florida bajo normativa 1970

“Analisis proximal”.
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3.4.3 Tratamientos

3.4.3.1 Pre-tratamiento alcalino

El siguiente tratamiento fue replicado segun el estudio de Bioethanol Production
from Coconut Fiber Using Alkaline Pretreatment and Acid Hidrolysis Method
(Miftahul & Asip, 2015). Se pes6 30 g de la fibra de céscara de cacao previamente
acondicionada y se disolvié en una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) al 3% (p/v).
La mezcla se introdujo en el autoclave a 121 °C durante 90 minutos. Luego, el material
se lavo con abundante agua destilada hasta alcanzar un Ph neutro (Ph 7). Se filtro el
contenido para asi separar la parte solida que a continuacion se seco en un horno a 85
°C durante 4 horas. Finalizadas las horas de secado se almaceno en desecadores hasta
su posterior uso. El pre-tratamiento tiene como propdsito romper la union de lignina

para facilitar el proceso de hidrolisis.

llustracién 12. Pre-tratamiento alcalino

Fuente: Autor
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3.4.3.2 Tratamiento acido

La muestra seca pre-tratada se diluyd en 500 ml de agua destilada. En un Erlenmeyer
aparte se prepar6 300 ml de una solucién de &cido sulfurico al 4% (v/iw) y se mezcld
con la muestra diluida. La mezcla se introdujo en el autoclave a 121 °C durante 3 horas.
Al finalizar el autoclavado se dejé enfriar durante una hora para luego proceder a lavar
el material sélido con abundante agua hasta nuevamente ajustar el Ph a neutro. A
continuacion se filtrd para separar la parte sélida y se secé en un horno a 60 °C durante

12 horas. En este paso se elimino la lignina para obtener la mayor cantidad posible de

celulosa.

A

Ilustracién 13. Material posterior al tratamiento &cido
Fuente: Autor

3.4.3.3 Hidrdlisis &cida

Paso fundamental para convertir a la celulosa en glucosa. Se pesaron 10 g de material
celulosico en tres vasos de precipitacion y se preparé a distintas concentraciones (50%
60% y 70%) de acido sulfurico, con el propoésito de determinar cual de estas
concentraciones es la mas idonea para la obtencion de glucosa. Agitar durante 15
minutos hasta deshacer grumos y obtener una pasta, luego bajar la concentracién al 8%
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con agua destilada y calentar a 60 °C durante 2 horas agitando constantemente. A
continuacion se dejo reposar hasta enfriar la solucion y se procedio a filtrar al vacio
para obtener el liquido que contiene los azlcares fermentables. Al liquido se le ajusto
el Ph segun las variaciones que indico el modelo estadistico con hidroxido de sodio

(NaOH).

llustracién 14. Hidroélisis 4cida

Fuente: Autor
También se procedio a realizar pruebas de Fehling A y Fehling B para corroborar la
presencia de azlcares fermentables en el hidrolizado (Ver llustracion 15), como

también la medicion de grados Brix (°BX).
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Ilustracion 15. Prueba de Fehling positiva

Fuente: Autor

3.4.3.4 Prueba de Fehling Ay Fehling B

La cuantificacion de azlcares fermentables presentes en el hidrolizado se realiz
mediante el método de titulacion Fehling, indicado por Concha (2014). En un matraz
se prepar6 una mezcla de 10 Ml de Fehling A, 10 MI de Fehling B y 25 MI de agua
destilada y se calent6 enuna hornilla hasta ebullicion constante. En una bureta se coloco
hidrolizado y se dejé caer su contenido gota a gota sobre el matraz, agitando
constantemente hasta lograr el viraje a un color pardo o rojo ladrillo caracteristico de
esta prueba. Para cuantificar, se verificé el volumen gastado del hidrolizado de la
cascara de cacao, y mediante la siguiente formula se obtuvo los valores [ver Anexo 2]:

Titulo de Fehling

Gasto de lactosuero x100

g de azicares reductores totales =

Fuente: (Concha, 2014)
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llustracion 16. Prueba cuantitativa de azlcares reductores, método Fehling.
Fuente: Autor

3.4.3.5 Fermentacion alcohdlica

La fermentacion se llevo a cabo con la intervencion de la levadura Saccharomyces
cerevisiae, la cual ha sido empleada satisfactoriamente a través de los afios para la
produccion de alcohol (Pefia & Arango, 2009).

La optimizacion del proceso se realizd aplicando el método estadistico de superficie
de respuesta (RSM) que indico realizar 26 variaciones de las variables independientes
gue en este caso son Ph, temperatura y tiempo de fermentacion.

Preparacion del inoculo: La levadura al 0.5% se activé conagua tibia y sacarosa. Se
dejo reposar durante 4 horas a una temperatura de 30 °C hasta observar abundante

espuma Y luego se afiadi6 al hidrolizado.
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Ilustracién 17. Activacion de Saccharomyces cerevisae
Fuente: Autor

Proceso de fermentacién: Las condiciones de fermentacion se regularon en el equipo
MaxQ 4000 Benchtop Orbital Shaker. La fermentacion que se llevé a cabo es de tipo
anaerobica por lo que el hidrolizado se colocd en matraces con corchos en ausencia de
luz y con agitacién constante.

3.4.3.6 Fermentacion en biorreactor

Con la finalidad de replicar el protocolo a mayor escala, se escogié el proceso que
rindi6 los mejores resultados, con las variables mas dptimas que en este caso fueron:
temperatura de 25 °C, Ph 4.5y 3 dias de fermentacion. Se prepar6 2 L de hidrolizado y
se puso a fermentar en el equipo LAMBDA MINIFOR Laboratory fermenter-
biorreactor que sirve para llevar acabo fermentacion microbiana de alta densidad con

bacterias, levaduras, hongos, etc.
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Ilustracion 18. Fermentacion en biorreactor LAMBDA MINIFOR
Fuente: Autor
3.4.3.7 Destilacion simple por arrastre de vapor
La destilacion se realizo segun los dias indicados en tiempo de fermentacion a una
temperatura de 70 °C. Una vez destilado el producto se midio la cantidad obtenida y se
envaso en frascos que luego fueron colocados en refrigeracion hasta su posterior

analisis.
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llustracién 19. Destilacién del fermentado

Fuente: Autor

3.4.4 Anélisis Quimico

3.4.4.1 Deteccion por cromatografia de gases (GC)

La determinacion de etanol se realizd mediante la técnica de cromatografia de gases
(GC). Se prepararon las muestras patron a distintas concentraciones de etanol industrial .
Ver Anexo 3 para curva de calibracion. Luego, se corrieron las muestras experimentales
y se compararon con las muestras patron con el propoésito de determinar su contenido
de etanol. La técnica consiste en la volatilizacion del contenido que a su vez se inyecta
en la cabeza de la columna de cromatografia. Se analizd un total de 31 muestras,
incluyendo las 30 del modelo estadistico y aquella resultante del biorreactor.

En el cromatograma [Anexo 4], se puede evidenciar los picos pertenecientes a la
presencia de etanol. El registro gréafico bidimensional muestra en color azul el pico de

la muestra optimizada y en color fucsia el pico de la muestra del biorreactor.
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lustracion 20. Cromatografo de Gases, Thermo Scientific.

Fuente: Autor

3.4.5 Andlisis Estadistico

Se utilizé el programa Minitab® que es una herramienta software estadistica, que
permite realizar disefios experimentales y optimizar procesos. En esta ocasion se cred
un disefio de superficie de respuesta (RSM) empleando las variables dependientes
(temperatura, Ph y tiempo) con respecto al rendimiento de etanol, con la finalidad de
optimizar el proceso y asi poder identificar cuales son las condiciones Optimas de
fermentacion.

El disefio experimental en el caso de estudio es de tipo Box-Behnken (3, 4, 5, 6, 7,
9 6 10 factores continuos), con 3 factores continuos. Para cada factor se escogi6 2

rangos: temperatura (25-35), Ph (4-6) y tiempo (3-7).
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Tabla 7. Factores considerados, modelo Box Behnken.

Factor Nombre Bajo Alto
A Temperatura 25 30
B Ph 4 5
C Tiempo 3 7

Fuente: Autor
Los factoriales que ayudan a identificar los factores significativos y las regiones de
respuesta Optima, indicaron que se debian aplicar 15 tratamientos con 2 repeticiones,
haciendo un total de 30 muestras experimentales. En la Tabla 8 se encuentran las
conjugaciones factoriales que se debe aplicar en los procesos de fermentacion para
alcanzar la optimizacion mediante el modelado de las respuestas. En el Anexo 3, se
detalla los datos y promedios resultantes de las corridas experimentales.

Tabla 8. Corridas base, disefio Box Behnken.
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Fuente: Autor
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CAPITULO 4
4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Caracterizacion quimica de cascara de cacao (Theobroma cacao)
En la Tabla 9 se encuentran expresados los valores porcentuales del andlisis
bromatolégico de la cdscara de cacao. Se tomaron en cuenta parametros de mayor

importancia para esta investigacion, como lo es la celulosa, hemicelulosa y lignina.

Tabla 9. Composicién quimica de la cascara de cacao

Muestra Analisis Método Resultado %
Celulosa MO-LSAIA-02.02 U.FLORIDA 1970 29.07
Hemicelulosa MO-LSAIA-02.01 U.FLORIDA 1970 2.97
Lignina MO-LSAIA-02.03 U.FLORIDA 1970 33.90
Cascara de cacao Cenizas MO-LSAIA-01.02 U.FLORIDA 1970 12.04
(Theobroma cacao) Proteina MO-LSAIA-01.03 U.FLORIDA 1970 5.93
Humedad MO-LSAIA-01.01 U.FLORIDA 1970 8.22
F.D.N MO-LSAIA-02.01 U.FLORIDA 1970 65.74
F.D.A MO-LSAIA-02.02 U.FLORIDA 1970 62.97

Fuente: Autor

Los resultados indican que la composicion fisicoquimica de la c&scara de cacao es
de un 29.07% de celulosa, 2.97% de hemicelulosa y 33.90% de lignina. EI compuesto
de mayor interés en este caso es principalmente la celulosa, pues a partir de esta se
obtiene la trasformacion a azlcares reductores que mediante la fermentacion se
convertird en etanol. La hemicelulosa y lignina son compuestos que requieren de
procesos aun mas complejos, por lo que un material optimo seria aquel con menor
porcentaje en ambos. Los valores obtenidos en el presente estudio fueron comparados

con otros trabajos de investigacion. El estudio de Yenifer Torres (2016), sobre la
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“Caracterizacion quimica de la cascara de cacao”, presento porcentajes de 27.04% para
celulosa, 2.97% hemicelulosa, y 45.39% lignina. Se puede constatar que los valores
entre los dos estudios se asemejan y difieren minimamente. En la investigacion de M.
A. Torres, (2019) enel que se analiza la c&scara de cacao mediante el método de anlisis
TGA, indico valores (33.45% celulosa, 9.98% hemicelulosa y 14.67 de lignina) que
difieren en mayor proporcion. Se debe tomar en cuenta que las incompatibilidades
pueden estar influenciadas por factores como la variedad de cacao, suelo, clima, método
de analisis, entre otros.

4.2 Hidrdlisis acida

Inicialmente, la hidrdlisis acida se realizo en tres concentraciones; al 50%, 60% vy
70%, con el fin de identificar a que concentracion se obtenia mayor conversion de
glucosa a azucares solubles. La cual se analiz6 aplicando la técnica de refractometria

denominada Grados Brix (°Bx).

Tabla 10. Concentracion de H,SO4en el hidrolizado y °Bx correspondientes.

Hidrolizado Concentracion H,SO, Grados Brix (°Bx)
Muestra 1 50% 15 °Bx
Muestra 2 60% 10 °Bx
Muestra 3 70% 6 °BX

Fuente: Autor
Como se puede apreciar en la Tabla 10, a menor concentracion de acido se obtuvo
mejor conversion de celulosa a glucosa. El jarabe glucosado reporto tener mayor °Bx a

una concentracién del 50% con acido sulfurico.
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[lustracion 21. °Bx del hidrolizado al 50% de H,SO4
Fuente: Autor

4.3 Efectos de las variables independientes (Ph, temperatura y tiempo) en la
obtencion de etanol

Al finalizar las corridas experimentales de las 30 muestras por el método de
cromatografia de gases, se realiz6 el modelado y la optimizacion de los datos. El
modelado se procedio a analizar mediante el analisis de varianza ANOVA, con pruebas
de significacion estadistica (test F) y test de falta de ajuste del modelo, mientras que la
optimizacion se tratd con la Metodologia de Superficie de Respuesta [MSR]. Los
valores obtenidos se ingresaron en la hoja de trabajo con su respectivo tratamiento,
segun el disefio Box-Behnken que se cred inicialmente.

Con el propésito de corroborar si el modelo escogido es el adecuado y cumple con
los supuestos del analisis se generd la grafica de Anderson-Darling y la grafica de
Residuos. La grafica de Anderson-Darling permite verificar si se cumple el supuesto de

normalidad en los datos obtenidos [llustracion 22].
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Grafica de probabilidad de Rendimiento
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llustracion 22. Test de Anderson-Darling obtenido del programa Minitab® 18.
Fuente: Autor

El cumplimiento del supuesto de normalidad se verifica con el valor-p. En la
presente grafica se puede observar que el valor-p es de 0.058 siendo mayor al valor de
significancia 0.05, lo cual comprueba el cumplimiento de una distribucion normal de
los resultados.

Para comprobar el supuesto de que los residuos son independientes unos de otros, se
emplea la grafica de Orden versus Residuos. En la llustracion 23, se puede observar
que los residuos se encuentran ubicados aleatoriamente alrededor de la linea central, lo

que indica que estos si son dependientes.

64



Residuo estandarizado

vs. orden
(la respuesta es Rendimiento)

2 4 6 8 W 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Orden de observacion

4.4. Analisis de la varianza (ANOVA) y pruebas de significancia estadistica

llustracion 23. Grafica de residuos vs. orden.

Fuente: Autor.

Una vez demostrada la normalidad e independencia de los datos se procedio con el

analisis estadistico, que tiene como prop6sito indicar cual de todos los tratamientos es

el mas optimo. Los datos fueron analizados con todos los modelos estadisticos

disponibles para MSR: lineal, lineal + interacciones, lineal + cuadrados y cuadratico

completo. Para cada modelo se considero tres valores decisivos: valor-p, valor-fy el

porcentaje de variabilidad [R?].

La Tabla 11, representa los valores originales para los cuatro modelos, por lo tanto

los términos que proporciond el programa estadistico Minitab® 18 se mantuvieron fijos.
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Tabla 11. Prueba de ajuste en los modelos disponibles

Valor-p
[R?] [R’]
Modelo falta de [R%] _ T
) Ajustado Prediccion

ajuste
Lineal 0.013 74.09% 71.10% 63.73%
Lineal + 0.012 77.73% 70.64% 52.82%
Interacciones
Lineal + Cuadrado 0.046 88.31% 85.27% 79.52%
Cuadrético 0.058 91.29% 87.37% 78.68%
Completo

Fuente: Autor.

Al examinar el ANOVA de los distintos modelos se presencié valores-p >0.05, por
lo que se procedié a eliminar aquellos términos que no representaban significancia
dentro de los modelados. La Tabla 10 muestra los valores ajustados de los cuatro
modelos. En este caso el modelo considerado como el mas idéneo fue el cuadratico
completo por cumplir con la prueba de falta de ajuste [valor-p>0.05]. Como se puede
apreciar, dicho modelo obtuvo un valor-p de 0.074. Ademas, el coeficiente de
determinacion alcanzado con este modelo demuestra el 91.11% de variabilidad de

produccion de etanol.

Tabla 12. Prueba de ajuste modificada en los modelos disponibles

Modelo Valor-p [R?] _[Rz] [|:\.>2] _
falta de ajuste Ajustado Prediccion
Lineal 0.013 74.09% 71.10% 63.73%
Lineal + 0.013 74.09% 71.10% 63.73%
Interacciones
Lineal + Cuadrado 0.049 88.14% 85.67% 80.79%
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Cuadrético 0.074 91.11% 88.78% 82.84%
Completo

Fuente: Autor
Continuo a la seleccion del modelo adecuado, se procedid a realizar la prueba de
significacion estadistica (test F) o test de Fisher aplicada. Esta indica que el valor-p
debe de ser [p-<0.05] para que el efecto del factor en el modelo sea significativo sobre
la respuesta. La Tabla 13 indica que el modelo de regresion es altamente significativo

al obtener los siguientes valores; [F modelo = 39.26; valor-p< 0.05].

Tabla 13. ANOVA para la produccion de etanol

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 6 0.203071 0.033845 39.26 0.000
Lineal 3 0.165150 0.055050  63.86  0.000
Ph 1 0.042025 0.042025 48.75 0.000
T 1 0.087025 0.087025 100.96  0.000
Tiempo 1 0.036100 0.036100 41.88 0.000
Cuadrado 2 0.031308 0.015654 18.16 0.000
Ph*Ph 1 0.019147 0.019147 22.21 0.000
t*t 1 0.010022 0.010022 11.63 0.002

Interaccion de 2 factores 1  0.006613  0.006613 7.67 0.011

t*Tiempo 1 0.006613 0.006613 7.67 0.011
Error 23 0.019826 0.000862
. 0.074
Falta de ajuste 19 0.018959  0.000998 4.61
Error puro 4 0.000867 0.000217
Total 29 0.222897

Fuente: Autor
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4.5 Interpretacion de graficas de efectos para MSR

El Diagrama de Pareto [llustracion 24] sirve para determinar la magnitud e
importancia de los efectos (Minitab, 2019b). Las barras que cruzan la linea de referencia
se consideran como estadisticamente significativas. Los factores que se analizaron en
este caso (Ph, tiempo y temperatura) son los que influiran sobre la produccion de etanol.
En la [llustracion 24] la linea de referencia se encuentra en 2.07 y las barras que
sobrepasan a esta linea son los factores B, A, C, AA, BB, y BC. Los factores sefialados
son los considerados como estadisticamente significativos para la produccion de etanol
en el nivel de 0.05. Ademas, el diagrama indica que los factores individuales tienen
mayor influencia en comparacion con aquellos en interacciones, siendo el factor Ph el

que presenta mayor efecto ante los otros términos.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Rendimiento, a = 0.05)
Término 2.07
: Factor Mombre
B A pH
B t
C Tiempo
A
C
AA
BB
BC
1
0 2 4 6 8 10
Efecto estandarizado

[lustracion 24. Diagrama de Pareto: Ph (A), temperatura (B), tiempo (C)

Fuente: Autor
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La grafica normal de los efectos [llustraciéon 25] permite determinar la magnitud,
direcciony la importancia que tienen los efectos. Entre mas distantes se encuentren los
efectos de 0, estos serdn mayormente significativos, la distancia entre puntos dependera
del nivel de significancia (Minitab, 2019b). El programa se encarga de diferenciar
aquellos considerados estadisticamente significativos con aquellos cuyo efectos sean
estadisticamente insignificante marcandolos de forma distinta en color y forma

(Minitab, 2019b).

Grafica normal de efectos estandarizados
(la respuesta es Rendimiento, « = 0.05)

99
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@ 50
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20
10 mE
5
1
-10.0 -1.5 -5.0 -2.5 0.0 2.5 5.0

Efecto estandarizado

llustracion 25. Grafica normal de efectos estandarizados.
Fuente: Autor
La gréafica permite visualizar que los factores que se encuentran de color rojo en
forma de cuadrados (BC, BB, AA, C, A, y B) son los efectos mas significativos en el
nivel 0.05. La gréafica de efectos normales permite identificar la direccion del efecto,
por lo tanto [llustracion 25] se puede deducir que las variables independientes tienen

efectos positivos sobre la produccion de etanol.
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La gréfica [llustracion 26] de probabilidad de normales absolutos de los efectos sirve
para detectar la magnitud e importancia de los efectos y al igual del diagrama de Pareto
muestran los valores absolutos de los efectos estandarizados (Minitab, 2019b).
Semejante a la llustracion 25, aquellos efectos que estan mas alejados de O son
considerados como estadisticamente significativos. Una vez mas, obtenemos que los

factores BC, BB, AA, C, A, y B son los que presentan mayor efecto sobre la obtencion

de etanol.
Grafica de efectos normales (absolutos) estandarizados
(la respuesta es Rendimiento, ot = 0.05)
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Ilustracion 26. Grafica de efectos normales absolutos estadarizados.
Fuente: Autor
La gran diferencia entre la grafica normal de efectos estandarizados y la grafica de
efectos normales absolutos, estad en que la primera expone tanto los efectos positivos
como los negativos, en este caso no hubo efectos negativos, pero cuando si los hay
resulta dificultoso determinar cuales de los efectos cambien en mayor medida la

respuesta.
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Las gréaficas de efectos principales [llustracién 27] utilizan las medias de respuesta
para cada nivel de factor conectado por una linea. Si la linea tiene aspecto horizontal
quiere decir que cada nivel del factor se ve afectado de la misma forma y la media de
respuesta es la misma para todos los niveles. Cuando la linea no es horizontal, que es
el caso para los factores analizados (Ph, temperatura y tiempo), entonces se puede decir
que si existe un efecto principal. En cuanto mayor sea la pendiente de la linea, mayor

es la magnitud del efecto principal (Minitab, 2019?).

Grafica de efectos principales para obtencidn de etanol
Medias ajustadas
pH t Tiempo
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015

0.10

4 5 6 25 30 35 3.0 4.5 6.0

Ilustracion 27. Grafica de efectos principales: Ph, (t) temperatura, tiempo..
Fuente: Autor
Al analizar la media del factor Ph en la llustracion 27, se puede observar que este
tiene mayor rendimiento al alcanzar aproximadamente el valor de 4.5, y que a un Ph de
5-6 la tasa de produccion decrece considerablemente. En cuanto a la temperatura, la
media indica que existe mayor produccion a 25 °C y a medida que incrementa la
temperatura el rendimiento decae. En relacion al factor tiempo, la media tiene un nivel
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mas alto a los 3 dias de fermentacion y por esta razon no es recomendable dejar
fermentar mas dias ya que la produccion de etanol es menor al pasar de los dias.

Al comparar los resultados obtenidos en el presente estudio con otros similares se
puede constatar que existe similitud en ciertos factores, como es el caso de Shet et al.,
(2018), en el que alcanzan una éptima fermentacion del hidrolizado &cido de la céscara
de cacao a las 72 h (3 dias). En cuanto a temperatura, la mayoria de investigaciones
para la produccion de etanol aplicando Saccharomyces cerevisae han tenido éxito
trabajando con un rango de 25-30 °C. Aunque vale indicar, que muchos como Phong et
al., (2016) y Samah, Sias, Hua, & Hussin, (2011) han alcanzado su maxima produccion
a 30 °C. Respecto al Ph, los mejores resultados se han obtenido al emplear un Ph
ligeramente &cido. En la investigacion de Ramirez, Vasco, Vélez, & Giraldo, (2013) se
alcanzo el maximo rendimiento de conversion a etanol con un Ph de 4.4 que es bastante
cercano al 4.5 alcanzado en el presente estudio.

La llustracion 28, muestra las interacciones entre los factores Ph, tiempo y
temperatura. Si las lineas son paralelas, es decir que no entran en contacto entre si, no

hay interaccion.
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Ilustracion 28. Interacciones de las variables en el disefio central compuesto.
Fuente: Autor

Por lo tanto no existe interaccion entre los factores Ph*t y Ph*Tiempo. En el caso de
t*Tiempo si existe interaccion, entre mayor sea la diferencia en la pendiente mayor sera
el grado de interaccion.

4.6 Optimizacién del proceso

La ecuacidn de regresion brindada por el programa indica que esta en unidades no
codificadas, es decir que la superficie de respuesta no presenta curvatura por lo que se

trata de una ecuacion de regresion de primer orden [Tabla 14].

Tabla 14. Ecuacion de regresion en unidades no codificadas

Rendimiento

1.513 + 0.456 Ph — 0.1173 t — 0.1100 Tiempo — 0.0508 Ph*Ph + 0.001469 t*t
+ 0.00288 t*Tiempo
Fuente: Autor

Etanol
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La grafica de optimizacion de superficie de respuesta ayuda a identificar cual de las
conjugaciones experimentales interactian efectivamente para maximizar el proceso. Es
asi como se identificé el Ph, tiempo y temperatura 6ptimos con la finalidad de

determinar las condiciones de fermentacion para un maximo rendimiento de etanol.

Optima pH t Tiempo
O 1oop Ao 60 35.0 7.0
L [4.5051] [25.0] [3.0]
Predecir Bajo A0 250 30

Rendimie
Maximo
y = 04108

llustracion 29. Grafica de optimizacion de las variables dependientes obtenida de
Minitab®: Ph, tiempo, y temperatura (t).
Fuente: Autor

El programa estadistico Minitab® calculé que el maximo rendimiento de etanol [0.41
mg/L] se obtuvo al conjugar los efectos de las siguientes tres variables estudiadas: Ph
4.5, tiempo de 3 dias, y a temperatura de 25 °C.

La grafica de superficie de respuesta [llustracion 30] muestra una vista
tridimensional de las condiciones éptimas. Permite observar las regiones con mayor
rendimiento pudiendo asi relacionar a las variables de tiempo y temperatura enrelacion

a la produccién de etanol.
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Ilustracion 30.Grafica de Superficie de Respuesta del rendimiento de etanol vs. Phy
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Fuente: Autor



CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La céscara de cacao, residuo de la industria cacaotera, demuestra ser una materia
prima con gran potencial para la obtencion de etanol de segunda generacidn, puesto que
su composicion fisicoquimica contiene buenos porcentajes de celulosa y hemicelulosa
(29.07% y 2.97%).

La fermentacion de los azlcares disponibles permitio obtener un rendimiento de
aproximadamente 50% de etanol en la mayoria de muestras, independiente del volumen
y condiciones a las que fueron sometidas.

La destilacién mostro mayor volumen de etanol al fermentar bajo la siguiente
conjugacion de variables: pH 5, durante 3 dias, y a temperatura de 25°C. El rendimiento
de etanol alcanzado fue de 0.40 mg/L.

La optimizacion del proceso de fermentacién se alcanzdé con las siguientes
condiciones: pH 4.5, en un periodo de 3 dias, y a temperatura de 25°C. El rendimiento
de etanol fue de 0.41mg/L.

La herramienta estadistica RSM optimizd satisfactoriamente los factores de
fermentacion (temperatura, tiempo y pH). Se corrobor6 la eficiencia del modelo
estadistico al replicar dichas condiciones en un biorreactor que alcanzd el valor
optimizado [0.41 mg/L]. Los resultados indicaron que es una herramienta favorable

para la produccién de etanol.
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Los resultados han demostrado que la cascara de cacao es un material apto para la
obtencidn de etanol, se recoge en condicidn de desecho y su constante produccion hace
gue sea una materia prima renovable.

5.2. Recomendaciones

Al ser una material con alto porcentaje de lignina (33.90%), se recomienda aplicar
pre-tratamientos que la eliminen de manera eficaz y permitan acceder rapidamente a la
celulosa.

Al trabajar con cascara de cacao, se recomienda acondicionar el tamafio de particula
con una malla de 80 (0.22 mm).

Se recomienda cambiar el tipo de hidrolisis por una enzimatica, ya que ayudaria a
reducir; costos, generacion de residuos toxicos y formacion de reacciones que
interfieren en el proceso.

Similar a lo sugerido anteriormente, se recomienda que en una proxima
investigacion, se realice la optimizacion del proceso de hidrdlisis poniendo a prueba
variables como; tiempo de hidrolisis, cantidad de cascara, temperatura, entre otros.

Con respecto a la optimizacion del proceso de fermentacion, se sugiere emplear otra
variedad de levadura similar a la Saccharomyces cerevisae, para estudiar que efecto

tendria sobre la produccion de etanol.
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ANEXOS

Anexo 1. Resultados de analisis bromatoldgico de la cascara de cacao.
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Anexo 2. Resultados de azlcares reductores en cada muestra (Fehling A y Fehling B).

Solucidn sacarificada

g de azlcares reductores

Temperatura pH Tiempo totales en cada muestra

gastada (mL) Al
25 4 5 5.0 2.85
25 5 3 5.0 2.85
25 5 7 5.3 2.69
25 6 5 5.0 2.85
30 5 5 5.2 2.74
30 5 5 5.1 2.79
30 4 7 55 2.59
30 5 5 5.3 2.69
30 6 3 5.5 2.59
30 6 7 5.0 2.85
30 4 3 51 2.79
35 5 7 5.4 2.64
35 5 3 5.3 2.69
35 6 5 5.2 2.74
35 4 5 5.0 2.85
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Anexo 3. Cromatograma: curva de calibracion.
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Anexo 4. Cromatograma: Muestra optimizada (azul), muestra biorrecator (Fucsia).
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Anexo 5. Promedio de los resultados de fermentacion.

# Muestra Rep. pH Temperatura | Tiempo (dias) [ mLdest. mg% Grado alcoholico mL etanol | Rendimiento mL/g
1 1 6 35 5 2 77980.209 49.73 0.99 0.07
2 1 4 35 5 5 77973.6498 49.72 2.49 0.17
3 1 5 30 5 6 77905.6234 49.68 2.98 0.20
4 1 5 25 3 12 77990.0379 49.73 5.97 0.40
5 1 4 25 5 10 77006.9245 49.11 4.91 0.33
6 1 4 30 3 7 77945.9645 49.71 3.48 0.23
7 1 5 35 7 3 77940.5855 49.70 1.49 0.10
8 1 6 30 7 2 77929.2925 49.70 0.99 0.07
9 1 6 25 5 7 77905.3482 49.68 3.48 0.23
10 1 5 25 7 8 78044.2099 49.77 3.98 0.27
11 1 5 30 5 5.5 77905.6234 49.68 2.73 0.18
12 1 5 30 5 6 77789.8224 49.61 2.98 0.20
13 1 6 30 3 4 77964.7301 49.72 1.99 0.13
14 1 5 35 3 5 77849.6444 49.64 2.48 0.17
15 1 4 30 7 6 78003.0246 49.74 2.98 0.20
16 2 6 35 5 2.5 76785.6158 48.97 1.22 0.08
17 2 4 35 5 6 77701.1862 49.55 2.97 0.20
18 2 5 30 5 7 77674.0214 49.53 3.47 0.23
19 2 5 25 3 13.5 78140.5073 49.83 6.73 0.45

20 2 4 25 5 9 77974.7993 49.72 4.48 0.30
21 2 4 30 3 8 77905.7493 49.68 3.97 0.26
22 2 5 35 7 5 77989.3817 49.73 2.49 0.17
23 2 6 30 7 3 77794.2692 49.61 1.49 0.10
24 2 6 25 5 5 77961.9087 49.72 2.49 0.17
25 2 5 25 7 6.5 77893.471 49.67 3.23 0.22
26 2 5 30 5 6 77789.8224 49.61 2.98 0.20
27 2 5 30 5 7 77674.0214 49.53 3.47 0.23
28 2 6 30 3 5 77881.9758 49.67 2.48 0.17
29 2 5 35 3 7 77870.5004 49.66 3.48 0.23
30 2 4 30 7 4.5 77885.2799 49.67 2.24 0.15
biorreactor 4.5 25 3 163 78112.5929 49.81 82.19 0.41
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