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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio Tecnologico de
la Universidad de Cuenca, y tuvo como principal objetivo obtener bioetanol de
segunda generacion a partir del pericarpio de maracuya (Passiflora edulis f.
flavicarpa), mediante un proceso de hidrolisis con &acido sulfurico diluido previo a
la etapa de fermentacion. De esta forma, se pretende presentar un
biocombustible para el sector transporte como una alternativa energética.

El proceso se llevo a cabo en tres etapas. La primera consinti6 en la
caracterizacion quimica del pericarpio de maracuya, el cual presenta un 48 % de
holocelulosa. En una segunda etapa se realiz6 una hidrélisis acida para la
produccion de azucares fermentables. Para la evaluacion del mejor proceso se
empled un disefo factorial 2”3, donde se control6 los factores presion, tiempo y
concentracion de acido sulfarico. La respuesta se midié como concentracion de
azucares reductores con el método espectrofotométrico de Somogyi-Nelson. Los
resultados de este disefio factorial permitieron seleccionar la mejor combinacion
de los factores para maximizar el rendimiento de conversion: presién, 15 PSI;
tiempo, 30 minutos; y concentracion, 5 %. La maxima concentracion de azucares
reductores alcanzada fue 9,82 + 0,36 g/I. Finalmente, se llevo a cabo el proceso
de fermentacion en condiciones anaerobias, para lo cual se utilizé a la levadura
Saccharomyces cerevisiae como microorganismo. Adicionalmente, se ajustaron
los pardmetros del proceso tales como: temperatura de crecimiento, 30 °C; pH,
4.5 y agitacion orbital, 200 rpm. El rendimiento de conversion de pericarpio a
bioetanol fue bajo, 0.35%.

Palabras clave: bioetanol, biocombustibles, hidrolisis acida, azUcares
reductores, biomasa lignocelulésica.
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ABSTRACT

This research was made at the Cuenca University and its main objective was to
get a second generation bioethanol from passion fruit (Passiflora edulis f.
flavicarpa) pericarp. It was employed a hydrolysis process with dilute sulfuric acid.
In this way, the purpose is to present a biofuel, which is an energetic alternative
for the transport sector.

The process was developed in three steps. First, its made the chemical
characterization of passion fruit pericarp, which had 48 % of holocellulose.
Second, its made the acid hydrolysis process to produce reducing sugars. For
evaluation the better process, its employed a factorial design 273, where was
controlled some factors such as: pressure, time, and acid sulfuric concentration.
Besides, the answer was measured as sugars concentration with the Somogyi-
Nelson spectrophotometric method. The results allowed to select the better
factors configuration to maximize the conversion. The values are: 15 psi, 30
minutes and concentration of 5%. Finally, the glycosidic syrup was subjected to
fermentation process anaerobically to the bioethanol production, for which it was
used a yeast (Saccharomyces cerevisiae) as microorganism. In addition,
fermentation parameters such as, growth temperature, pH and orbital agitation
were adjusted. Whit these conditions the result was a low yield.

Key words: bioethanol, biofuels, reducing sugars, acid hydrolysis,
lignocellulosic biomass.
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SELECCION Y JUSTIFICACION DEL TEMA DE INVESTIGACION

El siguiente estudio se enfoca en la obtencion de bioetanol para uso carburante
utilizando el pericarpio de maracuyd como materia prima, debido a que las
cascaras de esta fruta constituyen un residuo organico que se genera en una
cantidad considerable (Produccién anual de maracuya de 11832 toneladas
métricas) en los mercados, hogares y plantas procesadoras de jugo de maracuya
(Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2013). Por otra parte, al obtener
bioetanol de este residuo se aprovecha una fuente de carbono que no pone en
vulnerabilidad la seguridad alimentaria. De esta manera se contribuye a
satisfacer las necesidades energéticas del sector transporte y a que las
personas tengan acceso a los alimentos.

DELIMITACION DEL TEMA

Obtencién de bioetanol de segunda generacion a partir del pericarpio de
maracuyd, mediante el procedimiento descrito en la seccion metodologia, en el
laboratorio tecnoldgico de la Universidad de Cuenca.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General:

e Obtener bioetanol de segunda generacion a partir de un desecho
organico: pericarpio de maracuya (Passiflora edulis f. flavicarpa.)

Objetivos Especificos:

e Caracterizar el pericarpio de maracuya para conocer la cantidad de fuente
de carbono utilizable para la obtencién de bioetanol.

e Evaluar el comportamiento de la hidrolisis acida para la obtencién de un
jarabe glucosidico.

e Seleccionar el tipo de microorganismo mas apropiado para la

fermentacion del jarabe glucosidico y la posterior obtencion de bioetanol,
en base a la informacién bibliografica existente.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢El pericarpio de maracuya es un compuesto pertinente para la obtencion
de bioetanol?

Luis Miguel Avila Jiménez 13
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia la produccién de energia para satisfacer las diversas necesidades
de los diferentes sectores, tales como: transporte 29 %, industrial 28 %,
residencial 23 %, comercial 8% Yy otros 12 %, es un tema muy importante y de
interés mundial, debido al aumento de la demanda energética, que a su vez es
causada por el incremento de la poblacion mundial y el desarrollo de los paises
(Banco Interamericano de Desarrollo, 2015). Entre los sectores mencionados, el
transporte esta cobrando cada vez mayor importancia, ya que permite llevar a
cabo la movilidad de las personas y de mercancias, facilitando asi el desarrollo
econémico, pero también provocando que la demanda energética crezca a
diario. Por lo tanto, es necesario gue la oferta de energia también aumente para
mantener un equilibrio y evitar el caos en las sociedades modernas.

Al hablar de oferta, el principal recurso que tenemos a disposicion es el petrdleo,
gue ya tiene mas de un siglo cubriendo la mayoria de las demandas energéticas
del planeta, sin embargo, éste recurso natural es no renovable y en un futuro no
muy lejano sus reservas estaran agotadas. Por otra parte, al utilizar el petréleo
como combustible se genera gran contaminacion ambiental debido a las
emisiones de gases de efecto invernadero que contribuyen al calentamiento
global. Entonces, es necesario que se busquen fuentes alternativas de energia
gue sean renovables y que no generen contaminacion ambiental.

Las fuentes alternativas de energia que tenemos al momento son varias y las
investigaciones sobre cada una de ellas son numerosas. Una alternativa como
fuente energética es la utilizacion de la biomasa (material de origen vegetal y
animal), ya que es renovable, y a pesar de que genera didxido de carbono, su
iImpacto en la atmosfera se anula porque este CO2 es consumido en el proceso
de fotosintesis para generar nueva biomasa. Sin embargo, cabe mencionar que
la utilizacion de biomasa no es nueva, ya que se han utilizado &rboles, plantas,
aceites de origen vegetal y animal desde hace miles de afios para la produccién
de energia.

Actualmente la biomasa satisface solo un 10 % de la demanda energética
mundial, sin embargo, la demanda de combustibles aumenta y muchos paises
estan tomando acciones para que las energias renovables vuelvan a tener una
gran participacion (Machado, 2010). Del suministro de biomasa total, los
biocombustibles liquidos tienen un papel mas limitado aportando con solo el 1,9
% de ésta, su importancia radica en el campo del transporte, y dentro de los
biocombustibles capta gran atencion el bioetanol que se ha convertido en una
alternativa atractiva para la generacion de energia (Wiebe, Keith Croppenstedt,
André Raney, Terri, 2008).

Por otra parte, la produccion de bioetanol se realiza a partir de materias primas
con alto contenido en sacarosa (como la cafia de azlcar) y con alto contenido
de almidén (como el maiz), lo que ha creado una gran demanda de estos
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recursos por parte de la industria del bioetanol, que a su vez ha generado un
incremento en los precios de estos alimentos. Esto impide el acceso a los
alimentos a cierta parte de la poblacion, generandose un problema de seguridad
alimentaria.

Como respuesta al problema de seguridad alimentaria, surgen las
investigaciones para la produccion de bioetanol a partir de biomasa
lignoceluldsica, una materia prima que no es utilizada para la alimentacion y que
generalmente es un residuo de la industria agroalimentaria. Esta solucion es muy
buena, sin embargo, hay que tener en cuenta el aumento de los costos de
produccion debido a la mayor complejidad del proceso.

Finalmente, teniendo en cuenta que el petroleo tiene sus dias contados como
principal proveedor de energia, que la demanda en el sector transporte crece a
diario y que el bioetanol producido actualmente pone en vulnerabilidad la
seguridad alimentaria, esta investigacién se enfoca en la obtencion de bioetanol
a partir de residuos de maracuya para contribuir a solucionar estos problemas.

1.1. Situacién de la energia a nivel mundial

La situacidén energética del planeta en este momento es alarmante, con una
sociedad que cada dia consume mayor cantidad de energia, debido al
crecimiento demogréfico y al desarrollo econémico. La Agencia Internacional de
Energia (AIE) prevé que para el periodo que va hasta el afio 2035 la demanda
de energia crecera mas de un tercio. Ademas, los combustibles fosiles seguiran
predominando en el marco energético mundial (IEA, 2013). Con respecto a la
inversion para el suministro de energia a nivel mundial, la cifra ascendio a 1,6
billones de délares por afio entre el 2011 y el 2013, tal como se puede apreciar
en la (figura 1.1). Los proyectos de inversion van desde la extraccion de
combustibles fosiles hasta la construccion de centrales eléctricas, parques
eolicos, instalaciones solares y refinerias de petréleo. Los niveles de inversion
son mas del doble desde el afio 2000, esto refleja el rapido crecimiento de la
demanda energética a nivel mundial (IEA, 2014).

1800 Biofuels

Coal
TN

1500 e R Gas
| oil

1200 Il Power

Billion dollars (2012)

900

600

300

2000 2003 2006 2009 2013

Figura 1.1. Inversion global para el suministro de energia
Fuente: (IEA, 2014)
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En contraste, si tomamos en cuenta la inversion para el sector de los
biocombustibles, la cifra es baja con respecto a lo invertido para la extraccion
de petroleo y generacion eléctrica, esto significa que los biocombustibles se
estan introduciendo poco a poco en el mercado de la energia. Mientras tanto, se
puede interpretar esta inversion como una oportunidad para proseguir con las
investigaciones en esta linea.

1.1.1. Demanda mundial bioenergia

La demanda mundial de bioenergia, es decir la energia proporcionada por la
biomasa, en todos los sectores aumentara desde 1300 Mtep (millones de
toneladas equivalente de petrdleo) en 2011 hasta los 1850 Mtep en el 2035. En
la (figura 1.2) se muestra el andlisis de las demandas de bioenergia para el
consumo mundial tanto para los paises de la OECD (Organizacion para la
Cooperacién y el Desarrollo Econémico), como para los paises que no son de la
OECD. Aqui se observa que la mayor proporcién de la demanda de ésta se da
por parte de los sectores de la construccion. Sin embargo, también se puede
observar que la demanda de biocombustibles por parte del sector transporte
crecera al ritmo mas rapido hasta el afio 2035. Este crecimiento es debido a las
politicas para reducir la contaminacion del aire, aumentar el uso productivo de
los residuos agricolas municipales y acelerar el despliegue de las energias
renovables (IEA, 2013). Entonces, se puede ver que la produccion de
biocombustibles para el sector transporte tendra el apoyo necesario para lograr
introducirlos en las sociedades modernas.

20% 40% 60% 80% 100%
2011 ] 1300 Mtoe
World
2035 - 1 850 Mtoe
OECD
2011 - 1030 Mtoe
Non-OECD
2035 - 1340 Mtoe

Buildings M Industry Power Transport Other
Note: Buildings includes the use of traditional biomass.

Figura 1.2. Uso mundial de la bioenergia por sectores en el Escenario de las Nuevas Politicas
Fuente: (IEA, 2013)

1.1.2. Emisiones de CO2 a nivel global

Las emisiones de dioxido de carbono a la atmosfera a nivel global aumentan en
un promedio de 0,7 Gt (1 Gt= 1x10° toneladas) por afio, que es mas bajo al
promedio de incremento mundial de demanda de energia (IEA, 2014). En la
(figura 1.3) se presenta la tendencia de las emisiones de CO2 desde el afio
1990 hasta el afio 2035. Como se puede apreciar la contaminacion de la
atmosfera con diéxido de carbono crece a diario, sin embargo, se puede apreciar
también que en los afios 2012 y 2035 las emisiones se reducen cada vez mas,
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y esto es debido a las nuevas politicas en el ambito ambiental que intentan frenar
el calentamiento global. Con el uso de bioetanol a gran escala las emisiones de
diéxido de carbono podrian reducirse aun mas, de esta manera se contribuye a
cubrir la demanda energética y también se contribuye ambientalmente con la
reduccion de gases de efecto invernadero.

EMISIONES DE CO2 GT
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2000 2012 2020 2025 2030

Figura 1.3. Emisiones de CO2 a nivel global
Fuente: (IEA, 2014)

1.2. Situacién de la energia a nivel de Latinoamérica

En general, la situacion energética en Latinoamérica depende principalmente del
petréleo, sin embargo, el continente cuenta con un gran potencial de recursos
hidricos y agricolas que pueden proveer de energia a la region.

En la (figura 1.4) se observa como el principal producto suministrado para
produccion energética es el petréleo con una participacion del 43 %, sobre todo
para el sector transporte, seguido por el gas natural con 25 %, luego aparece la
biomasa con un 17 %. Cabe recalcar que la biomasa se utiliza en su mayoria
sin ser procesada, es decir que se utiliza en forma de lefia. El suministro de
hidroenergia y de carbon es del 8 % y 5 % respectivamente. Finalmente, el
suministro de energia nuclear, geotérmica, edlica y solar, representan
cantidades del 1 % o inferiores (Banco Interamericano de Desarrollo, 2015).
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Figura 1.4. Suministro de energia en América Latina y el Caribe, afio 2013
Fuente: (Banco Interamericano de Desarrollo, 2015)

América Latina posee el 13% de reservas probadas de petréleo del mundo. Sin
embargo, la mayor concentracion de estas se encuentran en apenas tres paises:
Venezuela, México y Brasil, que en conjunto poseen el 94% de reservas y el 81%
de la produccion de la region. El resto de paises se encuentra en una situacion
critica en cuanto a la seguridad energética actual y proyectada, dado su alcance
de las reservas en el tiempo (Ascher, Ganduglia, Orlando, Abreu, & Macedo,
2010).

Con respecto a la demanda, sera inevitable que exista un fuerte incremento del
uso de energia por parte de la region, duplicandose el valor de consumo actual
de 1 tep/ habitante (tep= tonelada equivalente de petroleo) en los proximos 20
afos (FES, 2013). Histéricamente, los sectores que consumen la mayor
cantidad de energia final en América latina son: el transporte con 35 % y la
industria con 33%. El consumo residencial representa el 16 % y el resto de
sectores representan el 16 % (OLADE, 2013).

Por otra parte, la produccién y uso de biocombustibles a partir de biomasa en
Latinoamérica tiene un gran potencial, debido a que hay una demanda creciente
de combustible de transporte y hay una gran disponibilidad de materia prima para
producir bioetanol y biodiesel. Latinoamérica tiene como objetivo ampliar su
seguridad energética y promover el desarrollo econdmico asociado a los
biocombustibles. Para lograr esto se sigue el ejemplo de Brasil, que tiene mucha
experiencia en el desarrollo del bioetanol a partir de la cafia de azucar, ademas
gue es el lider en la produccién de este alcohol a nivel mundial junto con Estados
Unidos (BNDES; CGEE, 2008).
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1.3. Situacién energética en Ecuador

En la matriz energética del Ecuador las fuentes dominantes de energia son
principalmente tres: petréleo, hidroelectricidad y biomasa, tal como lo muestra la
(figura 1.6).
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Figura 1.5. Fuentes de energia en la matriz
Fuente: (CEDA, 2011)

La fuente de energia que mas ha ganado terreno en la matriz energética es el
petréleo, de un 50 % en 1970 a un 81 % en el 2008. La hidroelectricidad también
ha aumentado, pero en menor grado, del 1 % en 1970 al 10 % en 2008. Y por
otro lado, la biomasa (carbdn vegetal y lefia) que en 1970 era una fuente principal
de energia, ha perdido terreno en la matriz energética del pais con una
participacion de apenas el 6 % en el 2008 (CEDA, 2011).

De acuerdo al consumo de energia por sectores, en Ecuador existen tres que
sobresalen como los mayores consumidores de energia, los cuales son: el sector
transporte, el sector residencial y el sector de la industria, y de estos el sector
transporte es el que mayor cantidad demanda (CEDA, 2011). En la (figura 1.7)
se puede observar el crecimiento de demanda de los principales sectores del
pais.
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Fuente: (CEDA, 2011)
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El consumo total de energia del afio 2013 con respecto al afio 2012 se
incrementd en un promedio de 4,3 %. E | sector transporte crecié en un tasa del
5,5 % ( Ministerio Cordinador de Sectores Estratégicos, 2014).

1.3.1. El transporte como consumidor principal en Ecuador

El transporte se ha manifestado como el principal consumidor de energia dentro
de la matriz energética ecuatoriana con un consumo de energia del 55 % en el
afio 2008. Por otra parte, su tasa de crecimiento es la mayor en comparacion
con los pises latinoamericanos (CEDA, 2011). En el afio 2013 el sector transporte
tuvo un consumo energético de 49 millones de bep. Dentro de este sector, el
principal consumidor de energia es el transporte terrestre con un 84 %, seguido
del transporte maritimo con un 10 %, y por ultimo el transporte aéreo con un 6 %
de consumo ( Ministerio Cordinador de Sectores Estratégicos, 2014).

Entonces, queda claro que la energia para el sector transporte en Ecuador es
muy importante. Actualmente, esta energia es abastecida en su mayoria por los
derivados del petroleo. Cabe mencionar que Ecuador en el afio 2013 tuvo una
demanda total de derivados de petroleo de 95.492 Kbep (kilo barriles
equivalentes de petréleo) casi el doble de su capacidad de produccion que fue
de 55.580 kbep. Por lo tanto la diferencia entre estos valores tiene que ser
importada para cubrir la demanda interna del pais ( Ministerio Cordinador de
Sectores Estratégicos, 2014). Esto representa una clara oportunidad para la
introduccion del bioetanol en el pais, con lo cual se reducen importaciones y se
contribuye a la economia nacional.

1.3.2. Bioetanol en Ecuador

El bioetanol, como biocombustible en Ecuador, no tiene mucha trayectoriay por
lo tanto no se tiene mucha experiencia en este campo. En la actualidad solo el
proyecto piloto Ecopais es el Unico productor de etanol, en la ciudad de
Guayaquil. Dicho proyecto arranco el 12 de abril de 2011 y su finalidad es
comercializar un combustible denominado Ecopais, el cual es una mezcla de
gasolina extra (95 %) y bioetanol anhidro (5%). En una primera etapa el proyecto
serd realizado en la ciudad de Guayaquil en un plazo de 2 afios; luego,
evaluando los resultados en esta ciudad, en una segunda fase el proyecto se
extendera a nivel nacional (Castro M. , 2012). Cabe recalcar que Ecopais utiliza
bioetanol producido de la cafia de azucar, es decir, bioetanol de primera
generacion.

Por otra parte, la ejecucién de la segunda etapa del proyecto, es decir la
comercializacién del combustible Ecopais a nivel nacional permitira reducir las
emisiones de dioxido de carbono en unas 473 toneladas anuales y también
generara un ahorro importante para el pais (Agencia Publica de Noticias del
Ecuador y Suramérica, 2015).
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CAPITULO Il

2. LA BIOMASA

La biomasa como materia prima para la obtencion de biocombustibles es un
recurso renovable que constituye una solucién atractiva para cubrir la demanda
de energia del sector transporte. Mas aun, la biomasa lignocelulésica que no
genera problemas de soberania alimentaria y cuyos costos son practicamente
nulos por ser residuos de la industria agroalimentaria.

Ahora bien, hay que sefalar que para cumplir el objetivo de esta tesis se utilizara
la biomasa lignocelulésica que no compromete la utilizacibn de alimentos,
entonces se hara un enfoque de este tipo de biomasa. Por lo tanto, se comienza
dando a conocer la definicion de biomasa y bioenergia para ver su relacién en el
ciclo de formacion de ésta.

2.2. Bioenergiay biomasa

La bioenergia es un caso particular de energia quimica y se la puede definir
como cualquier forma de energia asociada a formas de energia quimica
acumulada mediante procesos fotosintéticos recientes. La biomasa ha sido
definida de varias maneras, pero de forma general se puede decir que es todo
recurso natural que posee bioenergia y que se puede procesar para obtener
biocombustibles de mayor valor energético y adecuadas para un uso final.
Entonces, algunos ejemplos de biomasa son: el carbén vegetal, el biogas
resultante de la descomposicion anaerdbica de la materia organica, asi como los
biocombustibles liquidos, como el etanol y el biodiesel, y la bioelectricidad
generada por quema de bagazo de cafia y madera (BNDES; CGEE, 2008).

2.3. Origen de la biomasa

La produccion de biomasa es el resultado de la reaccion de fotosintesis, depende
basicamente de la energia solar, de la presencia de agua y de la presencia de
dioxido de carbono (CO2) (BNDES; CGEE, 2008). La energia solar es transforma
en energia quimica y se acumula en diversos compuestos organicos, como
polisacaridos, grasas y otros, a lo largo de toda la cadena tréfica (Abril & Navarro,
2012).

Las plantas utilizan la radiacion solar para poder cumplir con su metabolismo en
el proceso fotosintético, dicho proceso conlleva complejas reacciones
fotoquimicas y bioquimicas que tienen lugar en los cloroplastos de las células
vegetales. La energia quimica se almacena en forma de compuestos organicos
como la glucosa. Este azlucar de 6 carbonos es el primer combustible en
sintetizarse, luego sus monoémeros se polimerizan generando macromoléculas
gue forman los polisacaridos. En general, el almidon en los vegetales y el
glucdgeno en los animales son los polisacaridos que representan las reservas
de energia de la vida vegetal y animal (Abril & Navarro, 2012).
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En resumen el proceso puede ser representado en la ecuacion (1), en donde el
agua y el CO2 se combinan para dar lugar a la formacién de una molécula de
glucosa y una molécula de oxigeno.

Luz solar
6H20 + 6C02 ] C6H1206 + 602 ( 1)

En esta ecuacién para la formacion de 1kg de azucar se requiere de 17,6 MJ de
energia solar que equivalente a cerca de medio litro de gasolina.

De los factores basicos para la produccién de biomasa, el CO2 es el mas
disponible pues se encuentra bien distribuido en toda la atmosfera y en
concentraciones suficientes para satisfacer la demanda por parte de las plantas,
e incluso, con una alta produccion debido a la quema de combustibles fésiles en
el ultimo siglo. Si la biomasa es procesada eficientemente, bien sea quimica o
biogquimicamente, por extraccion de la energia almacenada en los enlaces
quimicos y el posterior producto “energia” se combina con el oxigeno, el carbono
es oxidado para producir CO2 y agua. El proceso es ciclico y el CO2 queda
disponible nuevamente para la produccion de biomasa. Visto de este modo, los
biocombustibles presentan dos grandes ventajas: su uso reduce las emisiones
de CO:y la produccion de biomasa es favorecida por la disponibilidad de CO:
(BNDES; CGEE, 2008). En la (figura 2.1) se muestra un esquema de la
formacion de la biomasa, y como los biocombustibles anulan sus emisiones de
CO2, debido a que este se reutiliza para generar nueva biomasa mediante la
fotosintesis.

(

Solar energy and CO, i Srg A AT
Carbon dioxide Pre-processing Cellulose \'

Enzymes break cellulose
down into sugars

Electricity Microorganism ferment Sugars
sugars into ethanol

Figura 2.1. Ciclo del almacenamiento de la energia solar en la biomasa y la reutilizacién del CO2
Fuente: (Babu, Thapliyal, & Kumar, 2013)
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2.4. Biomasa lignocelulésica

La biomasa lignoceluldsica hace referencia a toda la materia vegetal seca, y que
constituye la substancia organica mas abundante en la Tierra. La biomasa
lignoceluldsica es un tipo de biomasa que esta integrada principalmente por tres
componentes poliméricos: celulosa, hemicelulosa y lignina. Estos componentes
estan asociados unos con otros y constituyen el soporte de la pared celular.
Ejemplos de esta biomasa son la paja de cereales, restos de podas de frutales,
residuos forestales, serrin de la madera y algunos cultivos energéticos
(Guarnizo, Martinez, & Valencia, 2009). En la (figura 2.2) se muestra la estructura
de la biomasa lignocelulésica.

Plant cell wall

Cellulosg\Z\ /V\% A\:§/
A m ST W2z,

Figura 2.2. Estructura de la lignocelulosa
Fuente: (Babu, Thapliyal, & Kumar, 2013)

En la actualidad sus aplicaciones son muy variadas y constituyen la base de
muchas industrias tales como la de la celulosa y el papel, materiales de
construccion, combustibles liquidos y gaseosos entre otros. La ventaja de los
materiales lignoceluldsicos es que son biodegradables y también renovables.
Por lo tanto, su uso como combustibles constituye una manera sostenible y
amigable con el medio ambiente (Abril & Navarro, 2012).

El conocimiento de la composicién y estructura de la pared celular vegetal es de
fundamental importancia para poder entender cada una de las etapas en el
proceso de obtencién de los azUcares fermentables para la produccion de
bioetanol. Debido a esto, es necesario conocer como esta formada la pared
celular del material lignocelulésico.

2.4.1. Estructurade la pared celular vegetal

Las células vegetales tienen como principal caracteristica la presencia de una
pared celular, que presentan pared primaria y secundaria, y una lamela media
(membrana), presente en la union de células vecinas. La rigidez relativa que
posee la pared celular vegetal también entrega rigidez a las plantas y materiales
vegetales como la madera. El espesor, la composicion y la organizacion de la
pared celular pueden variar significativamente de una planta a otra, haciendo
gue las caracteristicas de dichas plantas también varien (Amarasekara, 2013).
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En general, la pared celular esta formada por polisacéaridos tales como, celulosa,
hemicelulosa y lignina, cuya funcion es dar estructura y resistencia a la planta
(Machado, 2010).

En la (figura 2.3) se ilustra como se forma un tabique rigido entre las células
vegetales. La lamela media es la primera capa en formarse durante la division
celular, esta es la parte externa de la célula y es compartida por las células
adyacentes; esta lamela media ademas esta compuesta por material péctico y
proteinas. Al envejecer la célula, secreta materiales nuevos que luego se
mezclan con los constituyentes de la pared primaria, dando lugar a la formacion
de la pared celular secundaria.

Primary
~ cell wall

_ Middle

Cell lamellae

Figura 2.3. Pared celular primaria en las células vegetales
Fuente: (Amarasekara, 2013)

2.4.2. Componentes de la biomasa lignocelulésica

Los componentes de la biomasa lignoceluldsica se encuentran divididos en dos
grupos: componentes principales y componentes secundarios.

2.4.2.1. Componentes principales o estructurales

Son los polimeros que dan la estructura a la pared celular de las plantas:
celulosa, hemicelulosa y lignina. Los tres componentes principales varian entre
diferentes especies de plantas. La madera seca generalmente contiene 40-50 %
de celulosa, 15-20 % de hemicelulosa, y 20-30 % de lignina (Babu, Thapliyal, &
Kumar, 2013).

2.4.2.1.1. Celulosa

La celulosa es un homopolimero de cadena larga compuesta por unidades de D-
Glucosa, un azucar simple. Es el principal componente de la pared celular de las
plantas. Los mdltiples grupos hidroxilos de la glucosa en la cadena pueden
formar enlaces de hidrogeno con las moléculas de oxigeno de la misma cadena
o de las cadenas vecinas, de esta manera se mantienen unidas las cadenas
firmemente formando microfibrillas con alta resistencia a la traccion. Esta
resistencia es una de las principales fuentes de rigidez de la pared celular de las
plantas (Kubisec, 2012). En la (figura 2.4) aparece la estructura quimica de la
celulosa.
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Figura 2.4. Estructura quimica de la celulosa
Fuente: (Kubisec, 2012)

2.4.2.1.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa, también llamada poliosa, es el segundo polisacarido mas
abundante en la naturaleza, comprendiendo un 20-40 % de la masa
lignocelulosica dependiendo del tipo de biomasa que se use. EI mayor
componente de la hemicelulosa es el xilano, compuesto de unidades D-
xilopiranosil unidos por enlaces -1,4-glucosidicos. A diferencia de la celulosa,
la hemicelulosa es un polimero ramificado que esta formado por cadenas mas
cortas, que van de 500 — 3000 unidades de azucares. La hemicelulosa, debido
a que esta compuesta por varios tipos de polimeros, es mucho mas compleja
gue la celulosa (Amarasekara, 2013).

Los azucares que forman la hemicelulosa se dividen en diferentes grupos:
pentosas, como la xilosa y arabinosa; hexosas, como la glucosa, manosa y
galactosa; &cidos hexourdnicos, tales como los acidos glucoroénico,
metilglucorénico y galacturénico; y deoxihexosas, tales como la ramnosa vy
fucosa. La naturaleza ramificada de la hemicelulosa la hace mas facil de
hidrolizar que la celulosa por ser amorfa. El porcentaje de hemicelulosa varia
entre especies (Nogués, Garcia, & Rezeau, 2010).

2.4.2.1.3. Lignina

La lignina es el tercer componente mayoritario de la biomasa, que es un material
macromolecular reticulado constituido basicamente por unidades de monémeros
fenilpropano unidos entre si mediante enlaces alquil-aril-éter (Amarasekara,
2013). La lignina tiene la funcion de dar rigidez a la planta, proporcionar
proteccion contra la humedad, agentes medioambientales y microorganismos.
Quimicamente es un polimero tridimensional amorfo. La composicion y
porcentaje de lignina en la biomasa varian segun las especies, asi por ejemplo,
las coniferas poseen mas lignina que las frondosas (Nogués, Garcia, & Rezeau,
2010).
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Figura 2.5. Seccion representativa de la estructura de la lignina
Fuente: (Amarasekara, 2013)

2.4.2.2. Componentes secundarios

Son compuestos que participan en bajas proporciones en la composicion de la
lignocelulosa: minerales y extractivos (Guarnizo, Martinez, & Valencia, 2009).
Los compuestos minerales se determinan en los analisis quimicos como cenizas,
principalmente son: carbonatos, oxalatos y silice. Por otra parte, los extractivos
son aquellos compuestos que son solubles en agua y solventes organicos, en
este grupo se encuentran: grasas, acidos grasos, alcoholes, resinas, taninos,
hidratos de carbono de bajo peso molecular, alcaloides y lignina soluble
(Barroso, 2010).

2.2. Pericarpio de maracuya como materia prima

El pericarpio de maracuya como biomasa lignocelulésica residual es la materia
prima que se eligid en este trabajo para realizar el estudio de obtencion de
bioetanol de segunda generacion, debido a su disponibilidad en todo el pais
como un residuo organico de los hogares y de los mercados. Este residuo es
desechado, ya que lo que se aprovecha para el consumo humano es la pulpa de
la fruta. Ademas, otra fuente de residuos lo representa las plantas procesadoras
de jugo de maracuya que desechan el pericarpio en grandes cantidades.

El maracuya es una fruta tropical de una planta que crece en una forma
enredada, pertenece a la familia de las Pasifloras que posee mas de 400
variedades (Castro, Paredes, & Mufidz, 2009). Las especies del género
Passiflora habitan parte de América, Asia y Australia, y las especies que mas
se cultivan son: Passiflora edulis f. purpurea de color morado y Passiflora edulis
f. flavicarpa de color amarillo (Malavolta, 1994). Esta Ultima es la fruta que
proporciona el pericarpio para este trabajo de investigacion.
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El fruto de maracuya es una baya de forma redondeada u ovalada, de 6- 10 cm
de largo, en el estado de madurez puede presentar un color amarillo. Existen
numerosas semillas en su interior, las cuales estan rodeadas de mucilaginosa
gue contiene el jugo. ElI maracuya se utiliza en el consumo humano de dos
formas principales: consumo directo del fruto y en jugo. La utilizacion del fruto
para la produccion de jugo genera una gran cantidad de residuos (cascara y
semillas) (Malavolta, 1994). En general, esta compuesto de: pericarpio del 50-
60%, pulpa del 30-40% y semillas del 10-15% (Serna & Chacén, 2000).

Segun (Borja, 2008), el porcentaje de cascara y pulpa disminuye el rango entre
el maximo y el minimo de acuerdo a su estado de madurez (Verde, Pintona y
Amarilla), mientras que el porcentaje de semillas se mantiene similar para los
tres estados. La (tabla 2-1) muestra los diferentes valores.

Tabla 2-1. Porcentaje de Cascara, Pulpa, Semilla del Maracuya (Passiflora edullis flavicarpa) en tres
estados de Madures.

Descripcion Verde Pintona Amarilla
Min Max Min Max Min Max
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Cascara 36 68 32 48 39 48
Pulpa 16 48 34 47 33 44
Semilla 10 16 12 16 10 16

Fuente: (Borja, 2008)

2.2.1.1. Composicion del pericarpio de maracuya

El pericarpio se maracuya esta formado (Castro, Paredes, & Muiidéz, 2009) por
tres partes:

1) Exocarpio.- es la parte exterior del pericarpio, es liso y esta recubierta por
una cera natural que le da brillo.

2) Mesocarpio.- se ubica entre el exocarpio y el endocarpio; es blando,
poroso y de color blanco; esta formado principalmente por pectina.

3) Endocarpio.- es la parte interna del pericarpio y esta en contacto con la

pulpa.

Un analisis proximal del pericarpio de maracuya realizado por (Canteri, y otros,
2010) muestra la composicion de los componentes principales del pericarpio de
maracuya, en donde se puede observar (Tabla 2-3) que el mayor porcentaje
corresponde a la fibra, compuesto principalmente por celulosa, hemicelulosa y
lignina, ademas se aprecia un porcentaje significativo de sacaridos disponibles.
Los componentes mayoritarios son los que se trataran de aprovechar para la
produccion de azlcares reductores.
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Tabla 2-3. Analisis proximal de la harina de pericarpio de maracuya

Andlisis Media tdesviacién
estandar

Proteina (%) 3.70£0.20
Gasa (%) 0.70£0.11
Cenizas (%) 7.41+0.21
Sacéridos disponibles 23.1
(%)

Total fibra dietaria (%) 65.7 £ 3.21
Humedad (%) 430+0.21
Valor energético (kJ/g) 10.0

Fuente: (Canteri, y otros, 2010)
2.2.2. Maracuyéa en el Ecuador

En el ecuador el maracuya se encuentra cultivado en mayor proporcion en la
zona litoral, con una participacion de el 55.59% y en menor cantidad en la regién
Sierra con un 44.41 % (Figura 2.6). La produccion para el afio 2012 fue de 11832
toneladas métricas (Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2013).

SUPERFICIEPLANTADA

MORONA
SANTIAGO

INTERVALOS PORCENTUALES DE
PARTICIPACION PROVINCIAL
[E LA PRODUCCION NACIONAL

SINFRODUCCION

MENCE DEL 20%

DEL20% A MENOS DEL 40%

DEL40% A MENOS DEL 60%

MAS DEL &%

B

Figura 2.6. Superficie cultivada de maracuya en Ecuador en el afio 2013
Fuente: (Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2013)

En la (figura 2.6) también se aprecia la superficie de maracuyé cultivada en las
diferentes provincias. Los diferentes tonos de color verde indican en qué cantidad
participa cada provincia con respecto a la produccién nacional.
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3. BIOCOMBUSTIBLES

Los biocombustibles son combustibles obtenidos a partir de desechos agricolas,
forestales, industriales, entre otros (Acosta, 2012). Los biocombustibles liquidos
mas conocidos son el bioetanol y el biodiesel.

Los biocombustibles, segun (Gasparini, Ganduglia y otros, 2009), se los puede
diferenciar de las siguientes maneras:

1) Primera generacion.- La produccion de primera generacion utiliza como
materia prima un potencial alimento, de esta manera se estaria afectando
a la soberania alimentaria. En la actualidad esta produccién ya es de nivel
comercial, por lo general estos provienen de cultivos con técnicas
similares a las agricolas.

2) Segunda generaciéon.- Estos no compiten con los suelos que estan
destinados a los cultivos para alimentacion, es decir estos son a partir de
lignocelulosa como la contenida en nuestro pericarpio de maracuya. La
produccion de biocombustibles de segunda generacion al momento pasa
por una fase de experimentacion, pero el éxito de las diversas
investigaciones, lograra que este se produzca comercialmente con una
gran rentabilidad.

3) Tercera generacion.- Estos se basan en la generacion de cultivos
energéticos, utilizando técnicas genéticas avanzadas, para obtener
materias primas mas eficientes para la produccion de biocombustibles.

4) Cuarta generacion.- Combinan la produccion de agro-energia vy
biocombustibles con tecnologia de captura y almacenamiento de carbono
mediante la materia prima y la tecnologia del proceso.

3.1. BIOETANOL

El bioetanol es un compuesto liquido producido a partir de la fermentacion de
los azUcares obtenidos de las plantas. Este compuesto se caracteriza por ser
un liguido incoloro, de olor ardiente, facilmente inflamable, presentar una llama
azulada, y es muy higroscopico. Se lo puede obtener a partir de tres tipos de
materia prima, tales como: materiales con alto contenido de sacarosa, materiales
con alto contenido de almidon y materiales con alto contenido de celulosa. En
esta investigacion, se utiliza el tercer tipo de material, es decir, con alto contenido
de celulosa.

Cabe recalcar que el bioetanol y el etanol (también llamado alcohol etilico) son
el mismo producto, la diferencia del nombre radica en la fuente a partir de la cual
se obtiene, siendo el primero producido a partir de materias primas biologicas y
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el segundo a patrtir de la sintesis del etileno que se obtiene en la refinacion del
petréleo.

Con respecto a sus aplicaciones, el bioetanol es el biocombustible méas utilizado
en la actualidad y ha recibido mucha atencion como posible sucesor de la
gasolina, y es que se ha logrado acumular gran experiencia en su obtencion.
Ademas, se lo puede mezclar con la gasolina en diversas proporciones, sin tener
gue realizar cambios significativos en los motores de los vehiculos, y con
posibilidad de utilizar la infraestructura existente para la distribucion de la
gasolina (Abril & Navarro, 2012). Puede ser utilizado de forma anhidra o en forma
hidratada. El etanol anhidro presenta cantidades insignificantes de agua
inferiores al 0,1 % siendo éste ideal para la mezcla carburante con gasolina
(Machado, 2010).

El bioetanol viene siendo producido por hidrélisis y fermentacion a partir de los
materiales lignocelulésicos desde el siglo XIX. Pero apenas en las ultimas
décadas esta tecnologia ha sido propuesta para atender el mercado de
combustibles. Las investigaciones en este campo estan lideradas por Europa,
Estados Unidos y Brasil y la produccién al momento es basicamente a escala
experimental, pero su éxito llevara a la produccion de bioetanol en casi todas las
regiones del mundo, aprovechando la alta disponibilidad de residuos organicos
de diversas fuentes.

Las tecnologias para lograr la obtencién del bioetanol a partir de residuos
organicos comprenden la hidrélisis de los polisacaridos de la biomasa en
azucares fermentables y su posterior fermentacion. Para esto, la hidrélisis utiliza
tecnologias complejas y multifdsicas mediante vias acidas y/o enzimaticas para
la separacion de los azucares y la eliminacién de la lignina (BNDES; CGEE,
2008).

3.2. Produccion de bioetanol a partir de biomasa lignoceluldsica

La produccion de bioetanol a partir de materiales lignoceluldsicos es un proceso
muy complejo. En forma global, el proceso de obtencién de bioetanol
combustible constituye cuatro etapas principales, las cuales son: pretratamiento
de la biomasa, hidrélisis de la celulosa, fermentacidon de azlcares y destilacion.
Ademas, una etapa adicional que puede llevarse a cabo es la desintoxicacion de
compuestos téxicos liberados durante las etapas de pretratamiento e hidrélisis
con el objetivo de mejorar el rendimiento de la etapa de fermentacion (Babu,
Thapliyal, & Kumar, 2013).

En la (figura 3.1) se muestra un diagrama general del proceso de obtencion de
bioetanol a partir de biomasa lignoceluldsica. El proceso inicia con la preparacion
de la muestra, luego se realiza la hidrdlisis de la hemicelulosa y de la celulosa 'y
se liberan los azucares. Con los azucares obtenidos se realiza la fermentacion,
el resultado es una solucién alcohdlica de baja concentracion que debe pasar
por un proceso de destilacion, para purificar el bioetanol. De esta manera se
obtiene un producto que puede ser utilizado en los motores de combustién
interna.
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Figura 3.1. Esquema del proceso de produccion de etanol por medio de hidrdlisis de la biomasa.
Fuente: (BNDES; CGEE, 2008).
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A continuacion se explicara cada de estas etapas, para tener una idea de la
complejidad que implica la obtencién de bioetanol mediante la hidrélisis acida y
la hidrolisis enzimética.

3.2.1. Etapa de pretratamiento

El pretratamiento es una etapa muy importante para la biomasa lignoceluldsica
ya que va a permitir conseguir azucares fermentables en el proceso de hidrolisis.
El objetivo de esta etapa es disminuir la cristalinidad de la celulosa, aumentar la
superficie de la biomasa, remover la hemicelulosa, romper la barrera de lignina
e incrementar la porosidad del material lignoceluldsico. Todo esto hace que la
celulosa sea mas accesible a las enzimas hidroliticas que facilitan la conversion
de los polimeros de carbohidratos a azUcares fermentables por un camino rapido
y acompafiado de incrementos en el rendimiento. Debido a que gran cantidad de
materiales lignoceluldsicos poseen caracteristicas fisicoquimicas diferentes, se
hace necesario usar una tecnologia de pretratamiento adecuado para cada tipo
de material basado en sus propiedades fisicoquimicas (Babu, Thapliyal, &
Kumar, 2013). El pretratamiento debe cumplir los siguientes requerimientos:
e Mejorar la formacion de azlUcares o la capacidad para la posterior
formacion de azucares mediante la hidrolisis.
e Evitar la degradacion o pérdida de carbohidratos.
e Evitar la formacién de subproductos que son inhibidores en los procesos
posteriores de hidrolisis y fermentacion.

e Ser econdmicamente viable.

El pretratamiento incluye métodos fisicos, fisicoquimicos, quimicos y bioldgicos.
Para nuestro estudio, con el pericarpio de maracuya, el tratamiento fue
Unicamente fisico. Es decir que se aumento la superficie especifica mediante la
reduccion de tamafio de particula con un molino. Ademas, previamente se realizé
el secado del pericarpio a una temperatura adecuada para evitar degradar los
carbohidratos.

Una vez que la biomasa ha sido preparada por cualquiera de los métodos
existentes se procede a la siguiente etapa, que es la hidrdlisis.

3.2.2. Etapa de hidrolisis

El proceso de hidrélisis tiene como objetivo generar azlicares monomericos
fermentables a partir de la celulosa y hemicelulosa contenida en la biomasa
lignocelulosica. Esto puede ser realizado mediante dos procesos conocidos
como hidrélisis acida e hidrélisis enzimatica (Babu, Thapliyal, & Kumar, 2013).
La principal reaccion que se da es el desdoblamiento de la celulosa en
mondmeros de glucosa, que puede ser catalizada por un acido diluido,
concentrado o por enzimas (BNDES; CGEE, 2008). La representacion general
de la reaccion del proceso de hidrolisis es la siguiente, ecuacion (2):

H7Y enzimas ( 2)

(C6H1005)n + TLH20 > nC6H1206
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3.2.2.1. Hidrolisis acida

La hidrolisis acida es uno de los métodos mas antiguos utilizados para lograr la
sacarificacion de la biomasa lignocelulésica, en donde se emplean &cidos
minerales como el acido sulfarico, acido clorhidrico, acido fluorhidrico, y el acido
nitrico. Por otra parte, también es el proceso mas empleado industrialmente y su
ventaja es que separan los azucares monomeéricos de la hemicelulosa y exponen
las fibras celulésicas a la accion hidrolitica posterior (Amarasekara, 2013) .

Cuando el proceso utiliza acido sulfarico la hidrélisis se opera bajo dos
condiciones:

a) Un proceso que emplea acido sulfarico concentrado, bajas temperaturas, y
tiempos relativamente largos.

b) Un proceso con &cido sulftrico diluido, temperaturas mas altas, y tiempos
cortos.

La hidrdlisis con acido diluido se encuentra en una fase mas avanzada con
respecto a otros métodos, pero con el inconveniente de generar bajos
rendimientos (50-70%); mientras que la hidrdélisis con acido concentrado alcanza
rendimientos mayores y presenta menos problemas con la produccion de
inhibidores, sin embargo, por la necesidad de recuperar el acido y de equipos
resistentes a la corrosion su desempefio economico se reduce (BNDES; CGEE,
2008).

Mediante la hidrolisis de la biomasa lignoceluldsica con acido sulfarico se puede
producir xilosa, arabinosa, glucosa, fructosa, etc., por ruptura del enlace B-1,4
de los compuestos de la celulosa y de la hemicelulosa. Estos compuestos, sobre
todo la glucosa, son el producto deseado para la posterior fermentacion, y se los
conoce como azUcares reductores o fermentables (Babu, Thapliyal, & Kumar,
2013).

Por otra parte, la hidrdlisis acida del material lignocelulésico también produce
varios compuestos toxicos como furfural, hidroximetilfurfural, acido acético, acido
férmico, acido levulinico, etc., lo cual representa una desventaja. Estos
compuestos actlan como potentes inhibidores, afectando negativamente el
proceso de fermentacion. Por lo tanto, es necesario remover estos compuestos
antes de la fermentacion y esto significa un aumento en los costos de produccion.
Para intentar resolver este inconveniente se puede utilizar cal para neutralizar
los acidos, sin embargo, el uso de cal causa una pérdida significativa de los
azucares en el yeso (Babu, Thapliyal, & Kumar, 2013).

3.2.2.2. Hidrélisis enzimética

La hidrolisis enzimatica es un método efectivo para la obtencion de azlucares
fermentables mediante el uso de enzimas, las cuales son altamente especificas
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para las reacciones que catalizan y por ende no forman otros compuestos
indeseables o toxicos (Babu, Thapliyal, & Kumar, 2013).

La hidrélisis enzimatica presenta altos rendimientos (75-95 %) y su ventaja al no
utilizar acidos puede significar grandes beneficios tanto econdémicos como
ambientales. El proceso se realiza de forma gradual hasta obtener azlcares
simples (BNDES; CGEE, 2008).

3.2.2.2.1. Hidroélisis enzimética de la celulosa

En la hidrdlisis enzimética, la celulosa es degradada por una enzima llamada
celulasa. El proceso se da en tres pasos: adsorcion de las enzimas sobre la
superficie de la celulosa y liberacion de las cadenas separadas, hidrélisis de los
enlaces 1,4-B-D-glucosidico de la celulosa para reducirla a azlcares
fermentables, y desorcion de las enzimas (Amarasekara, 2013).

La celulosa se refiere a un conjunto de enzimas producidas principalmente por
hongos bacterias y protozoos, aunque también existen celulasas producidas por
plantas y animales. Existen tres tipos principales de celulasas (Amarasekara,
2013) basados en el tipo de reaccién que se da en la despolimerizacion
enzimatica de la celulosa a D-glucosa: endocelulasa, exocelulasa y celobiasa.
El proceso de hidrdlisis enzimética de la celulosa queda representado en la
siguiente ecuacion (3):

Accién sinergica de
endocelulasa y

celobiohidrolasa ; B—glucosidasa
Celobiosa — > D — Glucosa (3)

Celulosa

3.2.2.2.2. Hidrélisis enzimética de la hemicelulosa

Debido a la naturaleza heterogénea de la hemicelulosa, para su sacarificacion
e hidrdlisis completa estan involucradas una serie de enzimas y se requiere un
sistema enzimatico entero. Este sistema esta compuesto generalmente de (-
xilanasa, B-xilosidasa entre otras (Amarasekara, 2013). La reaccion se muestra
en la ecuacion (4).

. Endoxilanosa _ . ..
Hemicelulosa —— > Xilano — oligosacaridos
B—xilosidasa sobre

los extremos no
reductores de los
xilano—oligosacaridos

Xilosa (4)

Como resumen, en la (tabla 3-1) se hace una comparacion entre los distintos
procesos conocidos para realizar la hidrdlisis de la biomasa lignocelulosica.
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Tabla 3-1. Comparacion de las diferentes opciones para la hidrélisis de la celulosa.

HIDROLISIS Insumo Temperatura Tiempo Sacarificacion

Acida diluida < 1% 215 °C 3 min. 50-70 %
H2S04

Acida concentrada 30-70% 40 °C 2-6 h 90 %
H2S04

Enzimatica Celulasa 70 °C 1,5 dias 75-95 %

Fuente: (BNDES; CGEE, 2008)

3.2.3. Fermentacion

La fermentacién es un proceso hiolégico de oxidacion incompleta llevada a cabo
por microorganismos que toman energia de una fuente de carbono. En sentido
general, la fermentacion se refiere a la transformacion bioquimica de sustancias
organicas a compuestos mas simples mediante la utilizacion de la actividad
enzimatica en un ambiente anaerdbico (Ragauskas, 2014).

La fermentacion se define como un tipo de catabolismo anaerdbico en la que no
se produce una reaccion redox neta y cuya funcién es la sintesis de ATP
(Adenosin trifosfato) por fosforilacion a nivel de sustrato. El rendimiento
energético de las fermentaciones es bajo: 2 ATP/ mol de glucosa para
fermentacion lactica y alcohdlica y ligeramente mayor para otras fermentaciones
(Castillo, 2005).

En la sintesis de ATP, un grupo fosfato se afiade a algun intermediario en la ruta
bioguimica como un fosfato de alta energia y eventualmente se transfiere un
ADP (Adenosin difosfato) para formar ATP (Madigan, Martinko, & Parker, 2004).

Una ruta bioquimica muy utilizada por la fermentaciéon es la glucolisis, también
denominada de Embden-Meyerhof en honor a sus descubridores. Las etapas en
las que se desarrolla esta ruta bioquimica son tres, en cada una de las cuales se
producen una serie de reacciones individuales catalizadas enzimaticamente
(Madigan, Martinko, & Parker, 2004):

1) Primera etapa.- incluye ciertas reacciones preparatorias que no implica ni
oxidacion ni reduccién y que no liberan energia, pero producen dos
moléculas del intermediario clave gliceraldehido- 3- fosfato a partir de la
glucosa.

2) Segunda etapa.- en esta tiene lugar un proceso redox, la energia se
conserva en forma de ATP, y se forman dos moléculas de piruvato.

3) Tercera etapa.- ocurre una segunda reaccion redox y se generan los
productos de fermentacion, tales como por ejemplo, etanol, diéxido de
carbono o &cido lactico.
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3.2.3.1. Fermentador

El recipiente en el que se lleva a cabo el proceso de fermentacion se denomina
fermentador. El fermentador ideal es aquel que proporciona las condiciones
ambientales adecuadas para el 6ptimo crecimiento de los microorganismos y por
ende la maxima cantidad del producto. Por lo tanto, el disefio del fermentador es
de vital importancia en el proceso de fermentacion (Reddy, Reddy, & Babu,
2012). Para que el producto deseado sea mas facil de obtener el fermentador
deberia estar equipado con lo siguiente: cuerpo del fermentador, agitador,
serpentin, salida de gas, puerto inoculador, termémetro, medidor de pH

3.2.3.2. Medios de fermentacion

Los medios de fermentacion son muy importantes para el desarrollo éptimo de
los procesos fermentativos, por lo que su preparacion es una etapa fundamental
para garantizar una buena productividad. Los componentes de los medios de
fermentacion representan factores externos quimicos esenciales para cumplir
con los requerimientos del crecimiento y de la formacién de productos, deben
suministrar la energia necesaria para la formacion de metabolitos y para el
mantenimiento celular (Merchuck, 2006). La clasificacion de los componentes de
los medios de fermentacién se ha hecho en las siguientes categorias:

a) Macronutrientes, que se agregan en cantidades de gramos por litro y
constituyen las fuentes de C, N, S, P, Ky Mg.

b) Micronutrientes, representados por las sales de Fe, Mn, Mo, Ca, Zny Co,
agregados en los medios en cantidades de miligramos o microgramos por
litro.

c) Factores de crecimiento, que se suministran al medio en baja
concentracion, estos pueden ser vitaminas, aminoacidos, acidos grasos
no saturados, etc.

3.2.3.3. Requerimientos nutricionales

Los requerimientos nutricionales se determinan en base al tipo de metabolismo
celular del microorganismo. Este puede ser autotréfico, debido a que utiliza
como fuente de carbono el CO2, o heterétrofo, cuya fuente de carbono lo
constituyen los compuestos organicos. Otro factor importante esta dado por las
condiciones del cultivo, ya que este se puede dar en condiciones aerobias o
anaerobias. Las fuentes de carbono también actian como fuente de energia.

Una fuente nutricional también lo constituye el nitrdgeno, el cual puede ser de
naturaleza organica o inorganica. El nitrégeno se requiere para la sintesis de
proteinas, acidos nucleidos y polimeros de la pared celular.

Los Macronutrientes como el fésforo y el azufre son suministrados en forma de
PO4H=y SO4-. El fosforo se incorpora a los acidos nucleidos y el azufre se utiliza
para la sintesis de aminoacidos azufrados.

Luis Miguel Avila Jiménez 36



WITA, ‘Lmnwm essanns

é Jt UNIVERSIDAD DE CUENCA

T
L, S it
| UNVERSIDAD DE CUENCA.

(e Fundada en 1867

El potasio esta unido en su mayoria al RNA (acido ribonucleico), de manera que
Su requerimiento aumenta al aumentar el crecimiento celular. Por otra parte, el
magnesio es esencial para la estabilidad de los ribosomas. Ambos
macronutrientes, potasio y magnesio, se incorporan al medio de fermentacién
como fosfato y sulfato respectivamente.

3.2.3.4. Fermentacioén alcohdlica

De los diversos tipos de fermentaciones que existen, aqui se hablara sobre el
gue se aplica a nuestro caso, la fermentacion alcohdlica. Este tipo de
fermentacion se caracteriza por la accion de un microorganismo en ausencia de
oxigeno sobre la glucosa para transformarla en etanol y anhidrido carbénico,
obteniendo energia para llevar a cabo el proceso. La ecuacién estequiométrica
(6) de la reaccion es:

Microorganismo

CeH1,0g —— > 2C,H50H + 2C0, + Energia (5)

Para los procesos fermentativos industriales se requieren de microorganismos
que proporcionen un alto rendimiento de bioetanol, alta productividad y que sea
capaz de soportar altas concentraciones de bioetanol.

3.2.3.5. Crecimiento microbiano

En el crecimiento microbiano, los microorganismos comienzan a dividirse de
forma activa y para ello utilizan los nutrientes que les provee el medio de cultivo,
de esta manera se generan nuevos microorganismos. El proceso sigue hasta
gue en alguin momento se agota algun nutriente del medio de cultivo y el
crecimiento se interrumpe. Los aspectos fundamentales que caracterizan el
crecimiento microbiano son: la estequiometria, por la cual se relaciona la
concentracion final de los microorganismos producidos con la concentraciéon y
composicién del medio; y la cinética de reaccion, que indica con que velocidad
se lleva a cabo el proceso (Merchuck, 2006).

3.2.3.6. Microorganismos involucrados en la fermentacion para la
produccion de bioetanol

Para el proceso de fermentacion pueden utilizarse diferentes tipos de
microorganismos, dependiendo de la materia prima a procesar. Las levaduras
son los microorganismos preferidos para la produccion de bioetanol a escala
industrial, siendo la levadura Saccharomyces cerevisiae comercializada
mundialmente para tal fin (Babu, Thapliyal, & Kumar, 2013). También existen
algunos termofilos asociados con la produccién de bioetanol. En la (tabla 3-2) se
observa una lista de los microorganismos generalmente empleados en la
produccion de bioetanol.
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Tabla 3-2. Microorganismos generalmente empleados para la produccion de bioetanol

1. BACTERIAS

CARACTERISTICAS

Clostridium thermohydrosulfuricum
Clostridium thermocellum
Thermoanaerobacter ethanolicus
Zymomonas mobilis

Termdfilo extremo.

Termofilico, hidroliza la celulosa.
Fermenta xilosa y almidén.

La forma salvaje fermenta
Unicamente glucosa, fructosa y
sacarosa, con baja productividad.

2. LEVADURAS

CARACTREISTICAS

Candida pseudotropicalis, C. tropicalis
Candida species

Pachysolen tannophilus

Pichia stipitis

Saccharomyses cerevisiae

Schwanniomyces alluvius

Fermenta xilosa.

Fermenta xilosa y celobiosa.
Fermenta xilosa.

Fermenta xilosa.

La mayoria de las cepas fermentan
Unicamente glucosa, sacarosa,
fructosa y maltosa.

Hidroliza el almidon.

3. HONGOS FILAMENTOSOS

CARACTERISTICAS

Fusarium species
Monilia species
Mucor species

Fermenta xilosa.
Hidroliza la xilosa y el xilano.
Fermenta xilosa y arabinosa.

Fuente: (Reddy, Reddy, & Babu, 2012)

3.2.3.7. Seleccién de microorganismos

Al momento de elegir un microorganismo para su utilizacién en un proceso
industrial se deben considerar algunos aspectos, debido a que el éxito o fracaso
de un proceso fermentativo en su mayor parte depende de la cepa a utilizar
(Merchuck, 2006). Dichos aspectos o criterios pueden ser:

e Cepa genéticamente estable.
e Velocidad de crecimiento alta.
e Cepa libre de contaminantes.

e Los requerimientos nutricionales deben ser satisfechos con medios de

cultivo de un costo minimo.

e Su conservacion debe ser facil de llevar a cabo para largos periodos de
tiempo sin perder sus caracteristicas particulares.

e Debe realizar el proceso fermentativo en un corto tiempo.

e Para la obtencion de un producto, este debe tener un alto rendimiento, y
su separacion del medio de cultivo debe ser facil de realizar.

Los microorganismos seleccionados para un proceso fermentativo pueden ser
obtenidos de una coleccion de cultivos o a partir de fuentes naturales.
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De los diversos tipos de microorganismos que se utilizan para lograr la
fermentacion alcohdlica de los azucares, en este trabajo se utilizé el
microorganismo mas conocido y comercializado: Saccharomyces cerevisiae.

3.2.3.7.1. Saccharomyces cerevisiae

Es el microorganismo que mas se ha explotado para la fermentacion alcohodlica
y esta disponible comercialmente para la elaboracién de pan y cerveza. Esta
levadura sigue la ruta metabdlica de Embden- Meyerhot- Parnas o (EMP)
mediante la cual una molécula de glucosa genera dos moléculas de piruvato En
teoria el rendimiento que produce es de 0,511mol de etanol/ mol de glucosa
(Madigan, Martinko, & Parker, 2004).

El microorganismo S. cerevisiae ha demostrado ser muy fuerte y adecuado para
la fermentacién de los hidrolizados lignocelulésicos, que facilmente puede
fermentar mono y disacaridos de 6 carbonos como la glucosa, fructosa, maltosa
y sacarosa. Sin embargo, S. cerevisiae no es capaz de fermentar azUcares de 5
carbonos como la xilosa obtenida en la hidrdlisis de la hemicelulosa, convirtiendo
esto en una gran desventaja ya que los hidrolizados de la biomasa son mezclas
de azlcares de 5y 6 carbonos (Amarasekara, 2013).

3.2.3.8. Control y monitorizaciéon de la fermentacion.

Cualquier tipo de fermentacion puede ser monitoreada para garantizar que el
proceso se realice de forma correcta, sobre todo en las fermentaciones a escala
industrial ya que el costo de operacion es elevado. Los factores ambientales que
se controlan con mayor frecuencia son la temperatura, concentracion de
oxigeno, pH, masa celular y concentracion del producto.

3.2.4. Destilacion

La destilacién es el proceso utilizado para separar el bioetanol de la mezcla
resultante del proceso de fermentacion, ya que la concentracion del producto
deseado en esta mezcla es baja. En general, para la obtencién de un bioetanol
de grado combustible los métodos de produccidon requieren una separacion y
una posterior deshidratacion del bioetanol. El procesado de la solucion alcohdlica
para su purificacién a la fecha es una tecnologia madura, debido a que son
técnicas muy utilizadas y desarrolladas para la produccion de etanol a partir de
maiz y cafia de azlcar. Estas técnicas desarrolladas para el bioetanol de primera
generacion también son utiles para la purificacion del bioetanol lignoceluldsico o
de segunda generacion (Amarasekara, 2013).

El proceso de destilacion se basa en las diferentes temperaturas de los puntos
de ebullicibn de los componentes de una mezcla que queremos separar. El
etanol absoluto hierve a 78.5 °C y el agua a 100 °C a una atmosfera de presion.
Cuando el etanol y el agua son mezclados la temperatura del punto de ebullicion
de la mezcla varia entre los dos puntos de ebullicion del agua y etanol puros.
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De esta manera, si se hierve una mezcla de agua y etanol sale del recipiente
mas vapor de etanol que vapor de agua (Amarasekara, 2013).

En este trabajo de investigacion se enfocd en las primeras fases del proceso de
produccion de etanol y mas no en la etapa de destilacion o deshidratacion.
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4. METODOLOGIA

Para la realizacion de las pruebas experimentales se utiliz6 como materia prima
el pericarpio de la fruta de maracuy4, que se obtuvo de los mercados municipales
de la ciudad de Cuenca, durante los meses de abril y mayo, de acuerdo al
cronograma establecido para la realizacion de esta tesis. Las pruebas se
realizaron en laboratorio tecnologico de la Universidad de Cuenca. El plan
experimental se ejecutd en tres etapas, de acuerdo al siguiente orden:

Etapa 1: Preparacion de la muestra.

e Secado de la muestra y reduccion de tamafio.
e Caracterizacion de la materia prima.

Etapa 2: Obtencion del jarabe glucosidico.

e Eliminacién de lignina.
e Hidrdlisis acida.
e Mediciéon de azlcares reductores.

Etapa 3: Obtencion de bioetanol.

e Fermentacion.
e Medicion del bioetanol producido.

4.1. Etapa 1: Preparacion de la muestra

Esta etapa del proceso es muy importante debido a que los resultados que se
puedan obtener van a estar influenciados en cierto grado por la preparacion de
la muestra. Para empezar, la muestra se lavé con agua normal y luego con agua
destilada para eliminar cualquier tipo de particulas extrafias, y sobre todo para
eliminar cualquier cantidad de azucares reductores residuales procedentes de la
pulpa de maracuyad. De esta manera se puede asegurar que los azucares
reductores, medidos después de la hidrdlisis acida, son el resultado de la ruptura
de los enlaces glucosidicos de la celulosa.

4.1.1. Secado y reducciéon de tamafio

También, en la preparacion de la muestra se realizé la reduccién del tamafio de
particula para aumentar la superficie especifica y asi mejorar el ataque del acido
sobre el material lignocelulésico. Para esto primero se seco el pericarpio de
maracuya a una temperatura de 60 °C por 12 horas para luego molerlo sin
mucha dificultad.

Materiales:
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e Horno o estufa.
e Molino de discos.
e Malla numero 40 ASTM.

Procedimiento:
1. Secar el material en un horno o estufa durante algunas horas.

2. Moler el material y tamizarlo.

4.1.2. Caracterizaciéon del pericarpio de maracuya

Como una etapa fundamental del proceso, es necesaria la caracterizacion de la
materia prima, se indicO anteriormente, que es muy importante conocer la
composicion del material lignoceluldsico a utilizar para determinar la posibilidad
de obtener azlcares reductores. La informacion obtenida sirve para evaluar si
el pericarpio de maracuya posee suficiente cantidad de celulosa y hemicelulosa
para proseguir con el estudio.

En la caracterizacion del pericarpio de maracuya se determind los siguientes
componentes:

e Humedad (Método basico mediante pesada)

e Extractos en acetona (Norma TAPPI T 204)

e Extractos en agua ( Norma TAPPI T 207)

e Holocelulosa (celulosa + hemicelulosa), (Método de Wise)
e Lignina ( Norma TAPPI 222)

e Azucares reductores (Método de Somogyi-Nelson)

e Almidon (Por diferencia)

En la (figura 4.1) se presenta un esquema del procedimiento que se realiz6 para
la caracterizacion del pericarpio de maracuya. Como se puede observar, se
parti6 de la muestra recién separada de la fruta; aqui se realizé la primera
determinacién de humedad; luego se secé y se molid, y se determiné una nueva
humedad. Con la muestra preparada se determind los extractivos, primero en
solvente organico (acetona) y luego en agua caliente. Posteriormente, con la
muestra libre de extractivos, se procedio a la determinacion de la holocelulosa y
de la lignina. También se extrajo los azlcares reductores con agua fria y se
midieron con el método espectrofotométrico de Somogyi-Nelson. Finalmente se
hizo una determinacion aproximada del contenido de almidén por diferencia del
contenido de extractivos en agua y el contenido de azUcares reductores.
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Método basico

Método Somogyi-Nelson

Resinas
Grasas
Gomas

Norma TAPPI T 207 Azlcares reductores
= +
Almidones y
Otros Carbohidratos

Figura 4.1. Diagrama para la caracterizacion de la materia prima
Fuente: Autor

Norma TAPPI T 204

Método de Wise

Norma TAPPI 222
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A continuacion se describen cada uno de los procedimientos seguidos para la
caracterizacion del pericarpio de maracuya.

4.1.2.1. Determinacion de la humedad
Método basico de eliminacion de humedad por desecacion a 105 °C.

Materiales:

. Capsula de porcelana (secada previamente a 105°C por 2 horas).
. Pinzas.

. Desecador.

. Estufa capaz de mantener 105 +/- 3 °C.

. Balanza analitica de 0,1 mg de precision.

Procedimiento:
1. Esta determinaciéon se realiza por duplicado. Primero se toma un peso

aproximado de 5 gramos de muestra en una capsula de porcelana
previamente secada y pesada. Se registra el peso.

2. Secar en la estufa a una temperatura de 105 °C durante 24 horas.

3. Sacar de la estufa y dejar enfriar en un desecador antes de pesar.

4. Pesary registrar el peso.

Calculos:
La humedad se expresa como g de agua/g de materia himeda o en porcentaje.

Ph—P
%Hsz*loo (8)

4.1.2.2. Determinacién de extractos:

Extraccion en acetona

Esta determinacion se basa en la norma UNE-EN 1S0O14453 descrito en
(Barroso, 2010) y la norma TAPPI T 204.

El método consiste en la extraccion de algunos componentes secundarios del
material lignoceluldsico con acetona, un disolvente organico volatil. Para ello se
utiliza un extractor Soxhlet.

Materiales:
. Extractor Soxhlet.
. Cartucho de celulosa.
. Placa calefactora.
. Estufa capaz de mantener una temperatura de 105°C +/- 3 °C.
. Refrigerante con corriente de agua.
. Balanza analitica.
. Luna de relo;.
. Espatula.
Reactivos:
e Acetona
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Procedimiento:
1. Pesar en un cartucho de celulosa un peso cercano a los 5 gramos de

muestra.

La humedad de la muestra debe ser conocida.

Colocar el matraz de bola en la estufa para desecarlo y luego pesarlo.

Registrar el peso.

4. Colocar el cartucho de celulosa con la muestra en el extractor Soxhlet y
rellenar con celulosa hasta que sifone una vez, luego nuevamente llenar
con acetona hasta la mitad del extractor.

5. Encender la placa calefactora y dejar por un tiempo de tres horas a partir
del comienzo de la ebullicion.

6. Transcurrido este tiempo se toma por un lado la muestra y por el otro el
matraz de bola. Para recoger el matraz se debe esperar a que se evapore
toda la acetona.

7. Se seca completamente el matraz de bola en la estufa, se deja enfriar en
el desecador y se pesa. Registrar el peso.

wn

Célculos

P4 _ Patraz+extractos — Pmatraz +100% ( 9)
PMS PMH(loo _H)

Cpa =

Donde:

Cga=cantidad de extractos en disolvente organico-acetona por cada 100 gramos
de materia seca.

Pr,=peso de extractos en disolvente organico-acetona.

Py s=peso del material lignocelulésico seco.

Pyy=peso del material lignocelulésico humedo.

H=humedad del material lignocelulésico en gramos de agua por gramos de
material lignocelulésico seco (o en porcentaje).

4.1.2.3. Extraccién en agua caliente

Esta determinacién estd basado en la norma UNE 57-013-82 y en la Norma
TAPPI T 207, descrito en (Barroso, 2010).

Este método sirve para extraer compuestos secundarios tales como, taninos,
azucares, almidones, mediante disolucion en agua hirviendo.

Materiales:
e Erlenmeyer de 1l.

e Refrigerante y corriente de agua.
e 600ml de agua destilada.

e Toma de vacio.

e Kitasato.

e Embudo Buchner.

e Disco de papel de filtro.
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e Trompa de seguridad.

Procedimiento:
1. Se toma toda la muestra extraida con acetona luego de haber esperado

al menos varias horas para que se evapore. Se introduce en el matraz
Erlenmeyer de 1l y se agrega 600 ml de agua destilada.

2. Se instala el sistema de reflujo, se conecta la placa calefactora y se deja
3 horas a ebullicion suave desde que esta comienza.

3. Una vez que ha pasado ese tiempo, se prepara el sistema filtrante y se
recoge la muestra con el papel filtro.

4. Se pesa la muestra y se registra. Luego, determinar su humedad He.

A partir de aqui se puede dividir la muestra y pesar las cantidades

necesarias para las determinaciones posteriores, pues ya se conoces su

humedad.

o

Célculos:
Pew  Pun@-m) — Pea = Pueni-np)

Cew = = 1009 10
W= Pus Py (100 — H) *100% (10)

Donde:

Cpyw=cantidad en gramos de extractos en agua por 100 gramos de materia seca.
Pryy=peso de extractos en agua.

Py s=peso del material lignocelulésico seco.

Pyr=peso del material lignocelulésico humedo.

Pyey=peso del material lignocelulésico libre de extractos hiumedo.
Hz=humedad de la muestra tras extracciones.

Para determinar la cantidad de lignina, holocelulosa y celulosa sobre materia
seca se debe conocer la cantidad de extractos totales.

CE = CEW + CEA ( 11)

4.1.2.4. Determinacion de lignina klason

El método esta basado en la norma TAPPI 222, descrito en (Barroso, 2010), y
consiste en una hidrélisis, primero con acido sulfarico al 72% para romper los
polisacaridos en oligosacaridos y segundo con &cido sulfdrico al 4% para romper
los oligosacaridos en monosacéaridos. Luego se separa la parte sdlida y se
deseca.

Materiales:
e Balanza analitica de 0,1 mg de precision.

e Estufa capaz de mantener 105 °C +/- 3 °C.
e Desecador.
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e Vaso de precipitacion de 50 ml.
e Varilla de vidrio.

e Erlenmeyer de 1l.

¢ Refrigerante y corriente de agua.
e Toma de vacio

e kitasato.

e Trompa de seguridad.

e Placa porosa del nimero 3.

Reactivos:
1. Disolucién de H2S04 al 72 %.

2. Agua destilada.

Procedimiento:

1. Tomar aproximadamente 1 gramo seco de muestra libre de extraccion en
acetona y agua, se registra el peso. Se debe conocer su humedad He: y
se determina por duplicado.

2. Se coloca en un vaso de precipitado de 50 ml con 15 ml de acido sulftrico
al 72 %.

3. Se mantiene 2 horas en el vaso, agitando con la varilla de vidrio. Se debe
observar que la muestra se obscurece al poco tiempo de afiadir el &cido.

4. Transcurrido este tiempo, se traspasa la muestra al matraz Erlenmeyer.

5. Se agrega 560 ml de agua destilada caliente para evitar la formacion de
espumas, resultando en una disolucion final al 4% de acido sulfurico.

6. Se prepara el refrigérate y se mantiene a ebullicién suave durante 4 horas.

7. Colocar la placa porosa numero 3 en el sistema filtrante, previamente
secado y pesado.

8. Dejar decantar la muestra en el Erlenmeyer vy filtrar.

9. Lavar con agua destilada el residuo solido.

10. Secar en la estufa a 105 °C durante 24 horas.

11.Pesar la placa con la lignina seca y registrar.

Célculos:

PL _ (Pplaca+lignina - Pplaca)
PMS PMEH1(100 - HEl)

Crx = % (100 — Cg) (12)

Donde:

P,=peso de lignina en gramos.

Py s=peso de la muestra seca.

Pyeryi=peso de la muestra humeda libre de extractos tomada para la
determinacion de lignina.

Hz;=humedad de la muestra extraida en acetona y agua tomada para la
determinacion de lignina Klason en g /100 g de muestra seca.

Cg=cantidad de extractos totales en g / 100 gramos de muestra seca.

Luis Miguel Avila Jiménez 47



oSS
| UNIVERSIDAD DE CUENL/

=

0BT

égt UNIVERSIDAD DE CUENCA

Al

8 Fundada en 1867

4.1.2.5. Determinacion de holocelulosa

Estad

eterminacion se basa en el método de Wise, descrito en (Barroso, 2010),

gue consiste en el tratamiento del material lignocelulésico con una disolucion
de clorito de sodio a una temperatura moderada.

Materi

ales:
Matraz Erlenmeyer de 250 ml.

Hielo.

Bafio de agua.

Placa porosa numero 2.

Estufa capaz de mantener 105 °C.
Balanza analitica.

Tapon.

Kitasato.

Trompa de seguridad.

Desecador.

Campana de extraccion.

Reactivos:

1.
2.
3.
4.

Clorito sodico.

Acido acético glacial.
Agua destilada.
Acetona.

Procedimiento:

1.

w

8.
9.
10.

11.

Tomar aproximadamente 2 gramos de la muestra tras extraccion. Se debe
conocer su humedad Hez y se determina por duplicado.

Se coloca la muestra en el matraz de 250 ml con 150 ml de agua destilada
y se tapona.

Se activa el bafio a 80 — 85 °C.

Luego de que se haya calentado se debe afiadir 1,5 g de clorito de sodio
y 10 gotas de acido acético glacial.

Se mantiene una hora removiéndolo periédicamente.

Se afiade nuevamente 1,5 gramos de clorito de sodio y 10 gotas de acido
acético glacial.

Se repite este proceso hasta que se vuelva blanca la muestra. Al menos
se agrega el acido acético y el clorito unas tres veces.

Esperar una hora tras la ultima adicion.

Sacar el matraz del bafio y dejar enfriar en agua con hielo.

Colocar la placa porosa numero 2 previamente secada y pesada en el
sistema filtrante.

Filtrar el contenido del matraz.
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12.Lavar la muestra con agua destilada fria, luego lavar con acetona y por
ultimo lavar nuevamente con agua destilada fria.

13. Secar la placa con la muestra en la estufa a 105 ° C.

14.Pesar en la balanza analitica y registrar el peso.

Calculos:
PH Pplaca+holocelulosa - Pplaca

Cy = = * (100 — C (13)
W bs~ Pupm(100 — Hyp) 100 )

Donde:

Cy=contenido de holocelulosa en g por cada 100 g de materia seca.

Py=peso de holocelulosa.

Pyeuz=peso de la muestra libre de extractos humeda tomada para la
determinacién de holocelulosa.

Hg,=humedad de la muestra libre de extractos tomada para la determinacién de
holocelulosa en g/ 100 gramos de muestra extraida hUmeda.

Cp=cantidad de extractos totales en gramos / 100 gramos de materia seca.

4.1.2.6. Determinacién de azlcares reductores

La determinacion de los azucares reductores esta basada en el método
fotométrico de Somogyi-Nelson descrito en (Gonzales & Castellanos, 2003).
Para este método se preparan los reactivos en dos partes:

e Preparacion del Reactivo de Somogyi:
Componente A: disolver 24 gramos de carbonato de sodio deshidratado y 12
gramos de tartrato de sodio y potasio en 250 ml de agua destilada. Afiadir una
solucion de CuS04.5H20 (4 g en 40 ml de agua) y por ultimo 16 g de NaHCO3.
Componente B: disolver 18 g de Na2S0O4 en 500 ml de agua caliente (80 °C) y
calentar hasta ebullicion durante cinco minutos.

e Preparacion del reactivo de Nelson:
Disolver 25 g de molibdato de amonio en 450 ml de agua destilada caliente (60
°C). Dejar enfriar la solucion hasta 5 — 10 °C y afadirle 21 ml de H2SO4
concentrado con 3 g de arseniato de sodio. Se completa la solucion a 500 ml.
Incubar a una temperatura de 40 °C en un tiempo de 24 — 48 horas. Filtrar si es
necesario. El periodo para la conservacion del reactivo puede ser de 2 — 3
meses.

Procedimiento:
1. En un tubo de ensayo aforado, colocar 1 ml del reactivo de Somogyi y 1
ml de la solucién que se va a estudiar (solucién de glucosa 20 a 180
mg/ml).
2. Poner esta mezcla en bafio Maria hirviente por 40 min.
3. Dejar enfriar la solucién y afiadir 1 ml del reactivo de Nelson, agitando
suavemente. Completar con agua destilada hasta 10 ml.
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4. Medir la absorbancia en una celda de 1 cm de ancho a 520 nm de longitud
de onda. Usar agua destilada como blanco.

4.1.2.7. Determinaciéon del almidén

Para determinar una cantidad aproximada de almidédn se realizé por diferencia
entre la cantidad de extractos en agua caliente y la cantidad de azucares.

%Almidon = Cpy — AR (14)

Donde:
Cyyw=cantidad en gramos de extractos en agua por 100 gramos de materia seca.

AR =Gramos de azucares reductores por cada 100 gramos de muestra seca

4.2. Etapa 2: Obtencidn del jarabe glucosidico

4.2.1. Eliminaciéon de lignina

La eliminacion de la lignina se realiz6 sumergiendo la muestra en una solucién
de hidréxido de sodio 0,1 N. El volumen de solucién es de 350 ml por cada 50
gramos de cascara, es decir, una relacion de 7:1. A los 15 minutos se adicion6
sulfato de calcio para evitar la degradacion de la celulosa, luego se dej6 reposar
la solucion por 3 horas (Monsalve, Medina, & Ruiz, 2006). Finalmente se separd
el licor obscuro que contiene la lignina disuelta por decantacion, (figura 4.2). El
licor obtenido se desechd y la parte solida se envio al proceso de hidrdlisis acida.

Figura 4.2. Fase liquida con la lignina disuelta
Fuente: Autor

4.2.2. Hidrdlisis acida

El proceso que se empledé para romper los enlaces glucosidicos de los
polisacéaridos del pericarpio de maracuya fue la hidrélisis acida, utilizando acido
sulfarico diluido. La relacion empleada fue acido: pericarpio de 1:2, es decir, 50
ml de acido por cada 100 gramos de pericarpio.
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Para la evaluacion de la hidrdlisis acida se realiz6 un disefio factorial completo
23 con dos replicas, de esta manera se pudo observar el comportamiento de
la hidrolisis al variar tres factores a la vez y a dos niveles.

4.2.2.1. Disefio factorial 2%

La realizacion de un disefio factorial para evaluar la produccion de azucares
reductores proporciona informacién muy importante sobre el proceso de
hidrélisis. El objetivo es filtrar las variables del proceso, es decir, ver que
variables producen una variacion significativa en la respuesta medida. Ademas,
el disefio permitird seleccionar la mejor combinacién en los niveles de las
variables para maximizar la produccion de azucares reductores.

El disefio factorial 2* es la estrategia experimental éptima cuando el objetivo es
estudiar simultaneamente el efecto de k factores en un proceso sobre la
respuesta y ver si interaccionan entre ellos. Los disefios factoriales proporcionan
experimentos mas eficientes, debido a que cada observacion genera informaciéon
sobre todos los factores, de este modo es factible ver las respuestas de un factor
en diferentes niveles de otro factor en el mismo experimento. La interaccion entre
factores ocurre cuando su actuacion no es independiente.

4.2.2.2. El disefio factorial 23

En los disefios factoriales 23 se evallan 3 factores A, By C, a dos niveles cada
uno, esto implica ocho combinaciones de tratamientos que pueden ser colocadas
geométricamente como un cubo, como se muestra en la (figura 4.3). La notacion
de signos “+” y “” representa a los niveles de los factores alto y bajo
respectivamente.

be abe
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\
N
\
\
\
\
o~
b ] e
|
|
|
|
| |
— |
g )
2 o
3 +
o,o -
ol (5'
¢ =

Low —

(1) a
P
- -
Low High

Factor A

Figura 4.3. Vista geométrica del disefio factorial 23
Fuente: (Montgomery, 2001)

Con respecto a la notaciéon de la configuracion de los 8 tratamientos en la (tabla
4-1) se observa dos tipos de notaciones: una con los signos “+” y “-” denominada
notacién geométrica, y otra con letras mindsculas, notacion de Yates. Esta tabla
muestra la matriz de disefio del factorial 2"3.
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Tabla 4-1. Matriz de disefo del factorial 2”3

Corrida A B C AB AC BC ABC Notacién

de Yates
1 - - - + + + - (1)
2 + - - - - + + a
3 - + - - + - + b
4 + + - + - - - ab
5 - - + + - - + C
6 + - + - + - - ac
7 - + + - - + - cb
8 + + + + + + + abc

Fuente: (Montgomery, 2001)

También, a partir de los signos de la matriz se puede obtener muy facilmente los
signos de los contrastes multiplicando las columnas adecuadas de los efectos
principales. Por ejemplo, la columna con los signos de interaccion AB se obtiene
multiplicando los signos de la columna A con los signos de la columna B, y el
contraste AB, ecuacion (15), se obtiene multiplicando la columna AC con la
columna de la notacion de Yates.

Contraste,g = (1) —a—b +ab + ¢ —ac — bc + abc (15)

De esta manera se obtienen todos los demas contrastes (A, B, C, AC, BCy ABC).

Los efectos y la suma de cuadrados para el andlisis Anova se calcula con las
ecuaciones:

Contraste
fecto in
2
o (Contraste) (17)
8n

La suma total de cuadrados se determina de la manera usual mediante:

2 2 2 n Y 2
B P
i=1 j=1 k=11=1 8n (18)

En general SCs tiene 8n —1 grados de libertad. La suma de cuadrados del error,

con 8(n-1) grados de libertad se puede calcular por diferencia, mediante.

SCp = SCp — SCy — SCq — SCag—SCuc — SCrc — SCupe (19)

Las férmulas para el andlisis completo de varianza se presentan a continuacion
en la (tabla 4-2).
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Tabla 4-2. Célculo de la tabla Anova

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado F calculada
variacion cuadrados libertad medio
Efecto principal:
A SCA a-1 s? s2
f1 = S_Z
B SCB b-1 s2 s2
f2= S_Z
C SCC c-1 s2 s2
f3 = 5_2
Interaccion de 2 factores:
AB SC(AB) (a-1)(b-1) s2 sz
fa= 52
AC SC(AC) (a-1)(c-1) s? s2
fs = 5_2
BC SC(BC) (b-1)(c-1) sé s2
fs = 5_2
Interaccion de 3 factores:
ABC SC(ABC) (a-1)(b-1)(c- s2 s2
1) f7= po)
Error SCE abc(n-1) s?
Total STC abcn-1

Fuente: (Walpole, Myers, Myers, & Ye, 2012)

e Modelo estadistico para tres factores:

El modelo de medias de celdas para un disefio factorial de tres factores y n
réplicas de cada una de las abc combinaciones de tratamientos en un disefio
totalmente aleatorizado es:

Yijkt = Hijk T €ijkl (20)
i=12,....,a; j=12...,b; k=12,..,c; | =12,...,n
La media de celdas p;j, expresada como una funcion del factorial de los efectos

principales y de las interacciones es:
Hijk = 1+ a; + B +vi + (af)ij + (ay)ixk + (BY) jk + (@BY)ijk (21)

Donde u = 1 es la media general, a;, f;, yx son los efectos principales de los
factores A, B y C respectivamente. Los efectos de las interacciones de dos
factores son, (aB);;, (ay)i, (BY)jr Y €l efecto de la interaccion de tres factores

es (afy); jk-

4.2.2.3. Variables del proceso
Las variables que se estudiaron en el proceso son:
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4.2.2.3.1. Variables controlables
Las variables que se manipulo en el proceso fueron la presion de vapor de agua,
el tiempo de hidrdlisis y la concentracion del acido sulfurico. Estas representan

los fac

tores para el disefio factorial.

Presion.- la presion del vapor de es un parametro indispensable y debe
ser monitoreado y controlado, pues al controlar la presion se controla
también la temperatura del proceso, ya que ambos parametros estan
relacionados. Ademas como se reviso en la parte tedrica, la temperatura
del proceso de hidrdlisis esta sobre los 100 °C.

Tiempo.- el tiempo es otro factor muy importante en este proceso, pues
tiempos cortos no son suficientes para hidrolizar todos los polisacaridos y
tiempos muy largos puede conducir a una degradacion excesiva de los
carbohidratos. Debido a esto se debe buscar un rango adecuado para
realizar el proceso. El rango que se estudiara en este trabajo sera de 15-
30 minutos.

Concentracion.- la concentracion del acido sulfurico también es un factor
al que hay que tomarlo en consideracion, debido a que los rendimientos
dependen de la concentracion. Como ya se aclar6é en el Capitulo 1ll, el
acido concentrado da mayor rendimiento que el &cido diluido, sin
embargo, los costos de produccion aumentan. Por esta razon, es este
trabajo se decidid evaluar &cido sulfarico diluido en dos niveles de
concentracion de 2,5 y 5 % (en volumen).

4.2.2.3.2. Variables independientes

Tipo de residuo.- esta variable es el objeto de estudio, aqui esta
involucrada la composicion del pericarpio.

4.2.2.3.3. Variables dependientes

Concentracion de azucares reductores.- es la variable a medir, depende
principalmente de la composicion, ademas de cémo se combinen las
variables controlables.

En la (tabla 4-3) se presenta las variables tomadas en cuenta, los niveles de
cada variable y la respuesta a medir.

Tabla 4-3.Factores y respuesta del disefio factorial

Factor Nivel minimo Nivel méaximo
Presion (PSI) 10 15
Tiempo (minutos) 15 30
Concentracion (% 2.5 5
P/V)
Respuesta azucares reductores azucares reductores
(9/l) (9/l)

Fuente: Autor en base a (Monsalve, Medina, & Ruiz, 2006)
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El arreglo o combinacion de los tratamientos se realiza de acuerdo a la matriz
estandar, la cual se muestra a continuacion.

Tabla 4-4. Combinacién de los factores

N Presion Tiempo Concentracion
(PSI) (min) (%)

1 10 15 2,5

2 15 15 2,5

3 10 30 2,5

4 15 30 2,5

5 10 15 5

6 15 15 5

7 10 30 5

8 15 30 5

Fuente: Autor

Para llevar a cabo las corridas experimentales se utilizé las siguientes cantidades
para cada replica: 5 gramos de muestra; 35 ml de solucién de hidréxido de sodio
para la etapa de deslignificacion y 2,5 ml de &cido sulfurico para la etapa de
hidrolisis.

El proceso de hidrolisis se llevo a cabo en un autoclave marca All-american,
(figura 4.3), y las réplicas se colocaron en vasos de precipitacion bien tapados.
Luego de la hidrolisis se procedio a la separacion del jarabe glucosidico de la
parte sélida en una centrifugadora por 15 minutos (figura 4.4). Finalmente se
midio la concentracién de azlcares reductores de los jarabes obtenidos con el
método espectrofotométrico de Somogyi-Nelson (figura 4.5), se utiliz6 un
espectrofotometro marca Spectronic Thermo 20D.

Figura 4.4. Autoclave para la hidrolisis
Fuente: Autor
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Figura 4.5. Separacion del jarabe glucosidico
por centrifugacién
Fuente: Autor

Figura 4.6. Determinacion de azlcares reductores
Fuente: Autor

4.3. Etapa 3: obtencién de bioetanol

4.3.1. Fermentacion

En la etapa de fermentacion se us6 la levadura Saccharomyces cerevisiae como
microorganismo para que realice el trabajo de bioconversion de los azlcares
obtenidos a bioetanol. El proceso se llevé a cabo en frascos Erlenmeyer con un
volumen efectivo de 50 ml de cultivo, en condiciones anaerobias a una
temperatura de 30°C, a 200 rpm y en un tiempo de 7 horas (Monsalve, Medina,
& Ruiz, 2006), (Tejada, y otros, 2010).

Para conseguir las condiciones de temperatura y agitacion se construyé un
agitador orbital al que se le adiciono un calentador eléctrico (figura 4.6). El
calentador eléctrico se conectd a un controlador de temperatura marca Autonics
TC4Y-14R con una termocupla tipo K, que fue calibrado con un termémetro de
mercurio, para controlar la temperatura de fermentacion.
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Figura 4.7. Equipo para el proceso de fermentacion
Fuente: Autor

El jarabe glucosidico obtenido se acondicion6é para que la fermentacion sea
efectiva, para esto, se regulo el pH a 4,5 con hidréxido de sodio, luego se empled
0,25% de fosfato de amonio (NH4)3PO4. Se inoculd la solucion con levadura
seca de panificacion marca Levapan (0,1%), para esto primero se diluy6 la
levadura en un poco de jarabe (Tejada, y otros, 2010).

Finalizado el proceso de fermentacion se midio la concentracion de alcohol
producido mediante un método quimico.

4.3.2. Determinacion del contenido de bioetanol

Para la determinacion del bioetanol se utilizé el método quimico segun la norma
INEN 379 (INEN, 1978). Ver anexo 1.

En este método se destila el alcohol etilico para transformarlo en acetaldehido y
determinar su contenido mediante titulacion.

Calculos
El contenido de alcohol etilico se calcula con la siguiente ecuacion.

A =0,0072(20 = V) (22)
Donde:

A = contenido de alcohol etilico en volumen.
V = volumen ocupado de tiosulfato de sodio en ml.

Finalmente, en la (figura 4.8) se puede observar todo el proceso para la
obtencién del bioetanol de segunda generacion a partir del pericarpio de
maracuya.
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Pericarpio de Maracuya Estufa

| PRIMERA ETAPA ]

Caracterizacion

Reduccioén
de tamafo

Autoclave: 15 PSI, 30 min, 5% H2S04

Tamafio particula:

H*
0,2-0,5 mm (CeH1005),, + nH,0 = nCHy,0,

Tamizado

Lignina disuelta
NaOH 0.1 N

Agitador orbital: 7h, 30 °C, 200 rpm
Volumen: 50ml

pH: 4.5

Condiciones anaerobias

C6H1206 microorganismg,, 2C2H50H + CO2 + Energia

Figura 4.8. Proceso de obtencién de bioetanol de segunda generacion a partir del pericarpio de maracuya
Fuente: Autor
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CAPITULO IV

5. RESULTADOS Y ANALISIS DE DATOS

5.1. Caracterizacion de la materia prima

La informacion que nos entrega el analisis de los diferentes componentes
descritos en la seccion metodologia se muestra a continuacion en la (tabla 5.1).

Tabla 5-1. Resultados de los andlisis de la caracterizacion

COMPONENTE %
HUMEDAD INICIAL 87,6783
HUMEDAD MUESTRA SECADA 52,2619
EXTRACTOS DISUETOS EN ACETONA 6,8412
EXTRACTOS DISULTOS EN AGUA CALIENTE 18,7032
EXTRACTOS TOTALES 25,5444
HOLOCELULOSA (CELULOSA + HEMICELULOSA) 48,0833
LIGNINA 19,4292
AZUCARES REDUCTORES 3,55
ALMIDON 15.0967

Fuente: Autor

Estos resultados nos dan una idea mas clara de la materia prima que se utilizo.
El pericarpio de maracuya contiene una cantidad de holocelulosa que representa
mas del 48 % de la estructura en base secay que puede ser una potencial fuente
de carbono. Cabe recalcar que la holocelulosa esta formada por celulosa y por
hemicelulosa. En base a este resultado se decidi6 continuar con el estudio de la
siguiente etapa del proceso.

Es importante indicar que la humedad inicial de 87.6783 % es el valor que se
midi6é antes de que la muestra sea secada. Debido a que la muestra presentaba
una humedad elevada, se secé a 70 C° durante 12 horas, luego se la moli6 en
un molino de discos y se la tamizo. Posteriormente con la muestra preparada se
determind la humedad que intervienen en los caélculos de los demas
componentes cuyo valor es 52,2619 %.

Por otra parte, ademas de la cantidad de holocelulosa, existe un porcentaje
significativo de extractos disueltos en agua caliente. Dichos extractos contienen
carbohidratos de bajo peso molecular como almidén y azucares fermentables
que se pueden aprovechar para aumentar la cantidad de fuente de carbono para
la produccion de bioetanol.

Con respecto a los azucares reductores, se determiné su composicion en el
pericarpio de maracuya dandonos como resultado 3,55 gramos de azuUcares
reductores por cada 100 gramos de materia seca. De esta informacion se
confirma que el pericarpio ya posee mondémeros de azucares que pueden ser
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perfectamente fermentables, este dato hay que tenerlo en cuenta para ver la
conversion final al someter la cascara al proceso de hidrolisis.

Con respecto a la lignina, se puede apreciar que el pericarpio de maracuya tiene
una cantidad significativa de lignina, este dato es muy importante porque
confirma que en el proceso se debe realizar la etapa de deslignificacion para
liberar la celulosa y hemicelulosa.

En el estudio sobre la caracterizacidon del pericarpio de maracuya realizado por
(Canteri, y otros, 2010) se reporta un contenido de fibra de un 65 % en base
seca, este dato comparado con los resultados que se obtuvieron en este trabajo
son similares, ya que si sumamos el porcentaje de holocelulosa y lignina nos da
un valor de 67,5% y esto representa la fibra.

5.2. Resultados y andlisis de datos de la hidrdlisis &cida

5.2.1. Curva de calibracion.

Para la medicion de la concentracion de azucares reductores, como variable
respuesta en los jarabes obtenidos, se utilizé el método fotométrico de Somogyi-
Nelson. Con los datos obtenidos se graficé la curva de calibracion (figura 5.1)
mediante el método de minimos cuadrados y se obtuvo la ecuacion (23) con un
valor de R?= 0,995.

0,25
y = 0,0306x + 0,0012
R? = 0,995 e
0,2
1/
§ 0,15
©
2
2
2 01 /
0,05
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentracién (mg/l)
Figura 5.1. Curva de calibracion para la medicion de los azlcares reductores
Fuente: Autor

La ecuacion despejada es:

Concentracion = 32.6797 * Absorbancia — 0.0392 (23)
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5.2.2. Medicién de la variable respuesta.

Los valores de la concentracion de azucares de cada tratamiento se obtuvieron
con los datos arrojados por el espectrofotdbmetro y con la curva de calibracion de
la (figura 5.1). En la (tabla 5-2) se tiene los resultados de absorbancia y
concentracion de azucares en g/l. Como se puede observar la tabla cuenta 16
corridas en total debido a que se hicieron dos replicas.

Tabla 5-2. Resultados de las corridas experimentales del disefio factorial

ORDEN ABSORBANCIA Concentracion

ESTANDAR (g/1)
1 0,095 3,0654
2 0,214 6,9542
3 0,223 7,2484
4 0,201 6,5294
5 0,193 6,2680
6 0,176 5,7124
7 0,184 5,9739
8 0,241 7,8366
9 0,134 4,3399
10 0,188 6,1046
11 0,233 7,5752
12 0,174 5,6471
13 0,204 6,6275
14 0,194 6,3007
15 0,166 5,3856
16 0,269 8,7516

Fuente: Autor

5.2.3. Andlisis de datos del disefio factorial 23

Luego de que se obtuvieron los resultados de la variable respuesta de cada
tratamiento y su respectiva replica, se procedio a hacer el analisis de los datos
con el disefio factorial 2*3 explicado en el capitulo IV. En esta seccion se
presenta el andlisis de varianza, y los graficos que nos ayudan visualizar las
interacciones entre las variables.

5.2.3.1. Matriz estandar

La construcciéon de la matriz del disefio factorial se presenta en la (tabla 5-3).
Los ocho tratamientos estan ordenados de acuerdo al orden estandar, se puede
ver todas las combinaciones posibles de los niveles de los tres factores junto con
las dos réplicas de la variable respuesta.
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Tabla 5-3. Matriz estandar del disefio factorial con dos replicas
Orden Presion Tiempo Concentracion Azlcares reductores
estandar (Psi) (min) (%) (g/l)
Replical Replica2
1 10 15 2.5 3.06536 4.33987
2 15 15 2.5 6.95425 6.10458
3 10 30 2.5 7.24837 7.57516
4 15 30 2.5 6.52941 5.64706
5 10 15 5.0 6.26797 6.62745
6 15 15 5.0 5.71242 6.30065
7 10 30 5.0 5.97386 5.38562
8 15 30 5.0 7.83660 8.75163

5.2.3.2. Andlisis de varianza

Fuente: Autor

Los resultados del andlisis de varianza que nos entrega el programa estadistico
Minitab se muestra en la (tabla 5-4). Se trabajé con un nivel de confianza del

95%.
Tabla 5-4: Tabla Anova del disefo factorial
Fuente GL SC MC Valor F  Valor P

Ajust. Ajust.
Modelo 7 25.0838 3.5834 11.72 0.001
Lineal 3 10.9266  3.6422 11.92 0.003
Presion (Psi) 1 3.3791 3.3791 11.06 0.010
Tiempo (min) 1 5.7302 5.7302 18.75 0.003
Concentracion (%) 1 1.8172 1.8172 5.95 0.041
Interacciones de 2 términos 3 1.1760 0.3920 1.28 0.345
Presion*Tiempo 1 0.2996  0.2996 0.98 0.351
Presién*Concentracion 1 0.1122 0.1122 0.37 0.561
Tiempo*Concentracion 1 0.7642 0.7642 2.50 0.152
Interacciones de 3 términos 1 12.9812 12.9812 42.4 0.000
Presion*Tiempo*Concentra 1 12.9812 12.9812 42.47 0.000
cion
Error 8 2.4451  0.3056
Total 15 27.5289

Fuente: Autor

Se efectué una prueba de hip6tesis para ver si las medias de la concentracion
resultan iguales, el modelo lineal empleado es:

Yiie =+ a;+ B +yi+ (aB)ij + (ay)ik + (@BY)ijk + €iji

(24)
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e Hipdtesis nula:
Ho:py = plp = = =l = 1
e Hipdtesis alternativa:
Ha: al menos una media es diferente

Para poder efectuar la prueba de hipotesis se emplea el valor p de la (tabla 5-4)
de varianza y un valor de a=0,05. Por lo tanto, si a > p, se rechaza la hipétesis
nula y se acepta la hipotesis alternativa. Esto indica que se ha producido una
variacion significativa sobre la variable respuesta.

De acuerdo a esto, los efectos que resultaron significativos son: los tres efectos
principales (A, B 'Y C) y el efecto de la interaccidon de tercer orden (ABC).

5.2.3.3. Andlisis de graficos

Para poder apreciar mejor como se comportan las variables en el proceso y para
corroborar los resultados del andlisis Anova se hace un analisis de gréficos,
donde se visualiza el efecto de los factores, asi como la interaccion entre ellos.

5.2.3.3.1. Gréafica normal de efectos estandarizados

En esta gréfica (figura 5.2) se observa tanto los efectos como las interacciones
para los cuales se rechazé la hipétesis nula en el andlisis Anova.

5 (la respuesta es Azucares reductores (g/l); a = 0.05)

Tipo de efecto
95 | @ No significativc
o Significativo
90 - & ABC
80 - ot
o 704
T 60- oA
50 oC
40
30
20
101 actor Nombre
\ Presion (Psi)
1 3 Tiempo (min)
: Concentracion (%
1
2 | 0 1 2 3 7 ; 3 7

Efecto estandarizado
Figura 5.2. Gréfica normal de efectos estandarizados
Fuente: Autor

De acuerdo a esta grafica los efectos que estan alejados de la linea recta son
significativos y mientras mas alejados estén mas significativos son.

De esta manera se puede comprobar lo que se concluy6 en el analisis Anova,
es decir, que los efectos significativos son los de los factores presion, tiempo y
concentracion. Ademas se observa que el efecto mas significativo corresponde
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al efecto de la interaccion de los tres factores, esta es una interaccion compleja,
pero se puede decir que los tres factores estudiados se encuentran intimamente
relacionados o son interdependientes.

Por otro lado, se puede observar los efectos que no se aceptan como

significativos, debido a que estan ajustados a la linea recta y estos corresponden
a los efectos causados por las interacciones de dos factores AB, AC Y BC.

5.2.3.3.2. Diagrama de efectos principales

Con este diagrama, (figura 5.3), se puede visualizar el nivel 6ptimo en que debe
ser utilizado cada efecto principal. Aqui no se toma en cuenta las interacciones.

Presion (Psi) Tiempo (min) Concentracién (%)

700

6.75

6504

625

600+

5.75

Media de Azucares reductores (g/1)

550

10 15 15 30 25 50
Figura 5.3. Gréfica de efectos principales
Fuente: Autor

Para el caso de la presion, se observa que la mayor concentracion de azUcares
reductores se logra con 15 psi. Con respecto al tiempo, se puede ver que al pasar
del nivel minimo al maximo se produce la mayor variacién en la variable
respuesta y el mayor resultado se produce a los 30 minutos. Y por ultimo, de
acuerdo a la concentracion de la acido la mayor respuesta se da en el nivel
maximo de 5%.

5.2.3.3.3. Diagrama de cubo

Este diagrama, (figura 5.4), muestra el resultado de todas las interacciones del
experimento, donde se puede observar que la maxima concentracion de
azucares que se alcanza es de 8.4941 g/l, la cual corresponde a la combinacion
de: presioén, 15 psi; tiempo, 30 minutos; y concentracién, 5% de acido sulfurico.
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Figura 5.4. Gréafica de cubos de Azucares reductores (g/l)
Fuente: Autor

5.2.3.4. Diagnosis y validacién del modelo.

Una vez realizado el analisis de varianza es necesario verificar la hipotesis del
modelo para poder emplear las conclusiones encontradas. Para esto es
necesario hacer un analisis de los residuos.

5.2.3.4.1. Prueba de normalidad de errores

Con esta prueba se verifica que el error asociado a la experimentacion tiene una
distribucion normal. Para esta prueba se grafica los residuales del analisis y se
los ajusta a una linea recta, (figura 5.5). El error tiene una distribucién normal si
los datos se ajustan a la linea.

(la respuesta es Azucares reductores (g/I))
99

95 -
90 -

80 -
70 -
60 -
50 4
40 -
30 -

20 1
10 -
54

Porcentgje

-1.0 -0.5 0.0 0.5 10

Residuo

Figura 5.5. Gréfica de probabilidad normal (La respuesta es azucares reductores (g/l))
Fuente: Autor
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En este grafico se observa que los datos se ajustan a la linea recta, por lo que
se deduce que el error presenta una distribuciéon normal.

5.2.3.4.2. Prueba de independencia de errores
Con ésta prueba se verifica que los errores son independientes. Para esto se
utiliza un diagrama en el que se grafican los residuales versus el orden de

observacion, (figura 5.6). Si no se presenta ningun patron en la distribucion de
los datos, entonces se puede concluir que no existen errores sistematicos.

0.75
0.50
0.25

0.00

Residuo

0.25

0.50

1 2 3 4 5 6 T 8 9 mw n 12 13 14 15 16

Orden de observacion

Figura 5.6. Grafica de los residuales contra el orden de observacién (La respuesta es azlcares
reductores (g/l))
Fuente: Autor

Al revisar la grafica, se afirma que los errores son independientes ya que como
se puede observar los datos se distribuyen aleatoriamente y no siguen ninguin
patrén definido.

5.2.4. Seleccion del proceso méas 6ptimo

Del diagrama de cubo se pudo apreciar que la mayor produccién de azUcares se
da a 15 psi, 30 minutos y con una concentracion de &cido sulfurico del 5 %. De
acuerdo a estos resultados seleccionamos este tratamiento para continuar con
la siguiente etapa del proceso.

Con el proceso seleccionado se realiz6 una nueva hidrdlisis pero con mayores
cantidades manteniendo las mismas relaciones ya utilizadas, es decir 100 g de
pericarpio y 50 ml de solucién de &cido sulfdrico. En la (tabla 5-5) se muestran
los resultados.
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Tabla 5-5. Concentracién de azlcares reductores en el jarabe obtenido

Medicién Concentracion Media Desviacion
(g/) aritmética  estandar
(/1) (/1)
1 10,22813688
2 9,594423321 9,8226 0,3524
3 9,645120406

Fuente: Autor

El porcentaje de azlcares medidos por cada 100 gramos de pericarpio libre de
humedad esta en la (tabla 5-6). En donde también se presenta el rendimiento de
conversion de azucares reductores, teniendo en cuenta los azucares existentes
inicialmente. Este rendimiento de conversion muestra el porcentaje de
holocelulosa que se ha transformado en mondmeros fermentables.

Tabla 5-6. Rendimiento de conversion de la holocelulosa

Parametro Cantidad

Azlcares antes de 3,5501¢g

la hidrolisis

Azlcares después 8,1855¢g

de la hidrélisis

Holocelulosa 48,0833g

Ecuacién R = ARdespues de la hidrolisis — ARantes de hidrolisis «100
HOLOCELULOSA

Rendimiento 9,6403%

Fuente: Autor

Se ve entonces que el pericarpio ya tiene una cantidad apreciable de azicares
reductores. El rendimiento expuesto representa la conversion de la holocelulosa
suponiendo que la cantidad inicial de azucares que posee el pericarpio de
maracuya no se degrada en el proceso de hidrdlisis, sin embargo la degradacién
por la accién del acido sulfarico puede ocurrir, en cuyo caso el rendimiento seria
mayor. Por otra parte, en la conversion de holocelulosa se degrada tanto la
celulosa como la hemicelulosa y los azlcares resultantes pueden ser
mondmeros de 5 y 6 carbonos, lo cual puede afectar de alguna manera el
proceso de fermentacion.

Ahora bien, el bajo rendimiento se puede explicar por el empleo de un &cido
diluido; ademas por la falta de eliminacion de lignina y liberacién de la celulosa
en la etapa de deslignificacion, ya que como sefala (Cortes, Ibla, Calderén, &
Herrera, 2013) al aumentar el tiempo de accién del hidroxido de sodio (NaOH) a
24 horas se elimina toda la lignina y la produccion de azUcares aumenta.

En la hidrolisis de cascaras de pifia y naranja, (Tejada, y otros, 2010), se
obtuvieron jarabes azucarados de 80 g/l y 45¢g/I respectivamente, lo cual es un
resultado superior al que se obtuvo en la hidrdlisis de la cascara de maracuya.
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Sin embargo, tendriamos que considerar el volumen de jarabe obtenido y
calcular la cantidad de azUcares producidos por cada 100 gramos de cascara.
En la hidrdlisis acida de residuos de poda, (Tejada, Quintana, Pérez, & Young,
2011) se obtuvieron jarabes azucarados para: tallos, 10,77g/l; hojas, 16,85 g/l y
flores, 30,46 g /I, y con un rendimiento de conversion de 16%, 13% y 2%
respectivamente. También, en el estudio para produccion de azuUcares
reductores a partir de residuos agroindustriales del mango, (Mejia, Martinez,
Betancourt, & Castrillon, 2007), utilizando acido sulfarico al 0,5 %, a una
temperatura de 80°C y durante una hora de proceso se logré un rendimiento del
52%, pero también se generd otros compuestos indeseables. En la hidrdlisis
acida de cascaras de naranja Citrus sinensis, (Alvear, y otros, 2009) , con acido
sulfarico al 7 %, se logra una produccion de 25 mg de azucares por cada gramo
de cascara.

Como se puede apreciar los resultados de la produccion de jarabes azucarados
con distintas materias primas son variados y relativamente bajos, sin embargo,
estas investigaciones son exploratorias, y el objetivo en esta linea es mejorar los
rendimientos hasta aprovechar al maximo los componentes de los residuos
organicos.

5.3. Resultados de la etapa de fermentacion

Los resultados de la determinacion de bioetanol se muestran a continuacion en
la (tabla 5-7), y esta expresado como porcentaje en volumen. Este etanol se
generd en un tiempo de 7 horas en las condiciones indicadas en el apartado
metodologia.

Tabla 5-7. Resultado de la determinacion de bioetanol

N V Ecuacion %Etanoly,, Media Desviacion
estandar

1 2,85 0,1235

2 3,056 %Etanoly,y = 0,0072(20 0,1220 0,1229 0,0008

3 2,90 —-V) 0,1231

Fuente: Autor

Para facilitar la comparacion con otros resultados de trabajos similares, en la
(tabla 5-8) se da el resultado de la concentracion en gramos por litro, para esto
utilizamos la densidad del etanol de 0,789 g/cm?.

Tabla 5-8. Concentracion de bioetanol en g/l

N g/ Media Desviacion
(g/) estandar (g/l)

1 0,9629

2 0,9743 0,9695 0,0059

3 0,9714

Fuente: Autor
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Este resultado de 0,9695 g/l permite responder que es posible obtener bioetanol
a partir del pericarpio de maracuya.

La cantidad de pericarpio utilizado fue de 50 g, con lo que se logré producir 200
ml de jarabe glucosidico. Los 50 ml de jarabe producen 0,04843 gramos de
bioetanol. En la (tabla 5-9) se presentan los resultados del rendimiento de
conversion de cada gramo de pericarpio a etanol.

Tabla 5-9. Rendimiento de conversion a etanol con respecto a la materia prima seca

N Rendimiento Media Desviaciéon
(mg etanol/g aritmética (mg estandar (mg
pericarpio) etanol/g etanol/g
pericarpio) pericarpio)
1 3,8515824
2 3,8970288 3,8781 0,0237
3 3,8856672

Fuente: Autor

El rendimiento de produccion es muy bajo, lo cual no lo hace rentable para la
produccion industrial, sin embargo, no hay que descartar el pericarpio de
maracuya como una fuente de carbono, ya que se deberia primero probar con
otro proceso como el enzimatico.

Por citar algunos resultados, en la obtencion de bioetanol a partir de cascaras
de banano, (Monsalve, Medina, & Ruiz, 2006), se logra una concentracion de
7,92 g/l, empleando la levadura Saccharomyces cerevisiae, y en condiciones
similares a las empleadas en esta investigacion. Por otra parte, en el estudio
realizado por (Tejada, 2010), se obtiene bioetanol a partir de cascaras de pifia
(8,4 mg/g) y cascaras de naranja (1,0 mg/g). Estos resultados son similares con
el resultado aqui obtenido. Como se puede observar, los rendimientos en la
produccion de bioetanol en diferentes tipos de materia prima son por lo general
bajos.

Estos bajos rendimientos de produccion de bioetanol se pueden explicar debido
a varias causas. En primer lugar se tiene la baja concentracion de jarabe
utilizado, si se tiene poca cantidad de sustrato es l6gico que se genere pequefas
cantidades de producto. En segundo lugar, es debido al tipo de azlcares
reductores que constituyen el jarabe, ya que en el proceso de hidrolisis se liberan
los azUcares tanto de la celulosa como de la hemicelulosa, dando lugar a
moléculas de glucosa y otros azUcares de 5y 6 carbonos; por lo tanto se necesita
un microorganismo que aproveche la mayoria de azlcares producidos para
aumentar el rendimiento.
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6. CONCLUSIONES

El pericarpio de maracuya presenta una composicion quimica con un contenido
de holocelulosa superior al 48 %, por lo que muestra la posibilidad de ser
utilizado como materia prima para la obtencién de azucares reductores. Ademas,
presenta un contenido en azucares y carbohidratos de bajo peso molecular que
también pueden ser aprovechados.

Con respecto a la generacion de azucares reductores, mediante el proceso de
hidrdlisis acida, se obtuvo un jarabe glucosidico con una concentracion de 9,82
10,36 g/l y con una conversion de 9% con respecto a la cantidad de holocelulosa,
este resultado se consigui6 con la configuracion mas 6ptima para maximizar la
produccion. Esta configuracion de factores es: presion, 15 Psi; tiempo, 30
minutos y concentracion de acido sulfarico, 5 % (P/V).

El contenido de bioetanol, obtenido por la fermentacién del jarabe glucosidico de
mayor rendimiento, con la utilizacién del microorganismo Saccharomyces
cerevisiae, en condiciones anaerdbicas presenta un valor de 0.96 * 0,05
g/l, y con un rendimiento de produccién con respecto a la materia prima de 3,45
mg de bioetanol por cada gramo de pericarpio de maracuya, el cual presenta un
valor muy bajo. El rendimiento bajo puede ser explicado por la hidrélisis de la
hemicelulosa, la cual se divide en azucares de diferente tipo, sobretodo pentosas
gue no son fermentadas por el microorganismo empleado.

Por lo tanto, a partir del pericarpio de maracuyé es posible obtener bioetanol de
segunda generacion mediante un proceso de hidrdlisis con &acido sulfarico
diluido, sin embargo, el rendimiento resulta ser muy bajo (0,345 %), ya que se
obtuvo una cantidad no significativa de bioetanol por cada gramo de pericarpio
de maracuya. Por otro lado, teniendo en cuenta que el pericarpio es un residuo
de bajo costo el proceso puede ser viable utilizando grandes cantidades de
materia prima. Ademas, el proceso puede mejorar los rendimientos si se utiliza
una hidrdlisis enziméatica, en lugar de la hidrolisis acida.
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7. RECOMENDACIONES

Con respecto a la caracterizacion del pericarpio es recomendable hacer el
andlisis de celulosa y hemicelulosa para tener una visibn mas precisa de qué tipo
de azucares reductores se obtiene.

Se recomienda experimentar con enzimas para lograr un mayor rendimiento en
la conversion de holocelulosa en azucares reductores, ya que el pericarpio
presenta una composicién quimica que puede ser aprovechada con otro proceso
diferente al que se empled en esta investigacion, por ejemplo, la hidrolisis
enzimatica.

Para la etapa de fermentaciéon es recomendable que se experimenten con otros
tipos de microorganismos, que sean capaces de fermentar azuUcares tanto de
cinco como de seis carbonos, de esta manera se puede aumentar el rendimiento
en la etapa de fermentacion. Para ello, es necesario que la Escuela de Ingenieria
Quimica adquiera colecciones de varios tipos de microorganismos para facilitar
y fortalecer el proceso de investigacion en esta linea.

Y por ultimo con respecto al producto obtenido se recomienda hacer la
determinacion de etanol por cromatografia de gases, ya que este método es muy
preciso.
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9. ANEXOS
Anexo 1. Norma INEN para la determinacion de etanol
I I \I g X I
COU: 664.8 AL 0201-501
Horma Técnica INEM 373
Ecuatoriana CONSERVAS VEGETALES.
DETEAMINACICN DE ALCOHOL ETILICD 197805

o Ecuntorians de Normalizacksn, INEN = Casilia 17013999 = Baguertzo Morano ES-29 y Almiagr o = Quito- Ecundor = Proh ibida ln reproducd én

1.08] ETO

1.1 Esta notma tisme por objeto satablecer sl m&odo para determinar = contenido de alcohol stilico en

CONSanas vegetales.

2. RESUMEN

21 Destiar e alcohol stilico para transformarke en acetaldshido y determinar su contenido mediants
titulacidn.

3. INSTRUMENTAL

3.1 Egquipo para desfilzcién. Matraz volumdétrico de 50 om”, con tapa de caucho perforada y termdamatro.
Rsfrigerants Lisbig de tamafo aconds con &l matraz y tubo de vidrio colector de destilados.

3.2 Pipsta volumétrica, de 10 em”™
3.3 Reverbero sléctnco, u otra fuente caldnica adecuada.
3.4 Matraz. Edenmeyer, da 500 cm”.

4. REACTIVOS
4.1 Solusidn 0.01687 N de bicromaio de potasio.
4 2 Acido sulfince, reactive para andlizis.
4.3 Solucion &l 5% de yoduro de polfasio, reactive para andliais.
4.4 Solucidn 0.1 N de tiosulfaio de sodio.

3. PROCEDIMIENTO

3.1 La determinacitn dsbe realizarss por duplicado sobre la misma musstra.

3.2 Homogsneizar la musstra cuidsdozamsnts, dilupéndola hasta cinco wecss su volumsn com agua
destilada.

5.3 Tomar, mediante una pipsta, 10 cm® de la solucidn de musstra v colocar enm el matraz  para

destilacion.
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5.4 Colocar, en &l tubo colectyr de destilados, 20 em” de la solucion 0,01667 N ds bicromaty de potasio y
10 cm® de dcido sulflrico.

3.9 Inmediatamente procedsr a destilar el comtenide del matrsz, hasta gue &l volumsn 2s reduzca
aproimadamants a la mitad, recogisndo en el tubo colector.

5.6 Transfarir al contsnido dal tuba colector a un matraz Edenmeyer da 500 em” y diluir hasts 250 em”  con agua
destilada.

5.7 Afiadir 10 cm” de la 2olucion al 5% de yodure de potasio v tiular cuidadosamsnts con la solucién 0.1 M de
ticsuliato de sodio, haata gus sl color verde- amarillsnto = transforme en verde azulado -

6.CALCULDS
6.1 El contenido de alcohol etilico en conasnas vegetales sa detarmina medianis la scuscion siguisnta:
A =0.0072 20-V)

Siendo:

Y
n

contanido de alcohol etilico, en porcentaje de volurmen.
V = wvolumen da aolucién 0,1 N ticaulfato de sodio utilizado an la
tinlacion, sn cm’,

7. ERROARES DE METODO

T.1 La diferencia entte log resultados de una determinacion efectuada por duplicado no debs sxcedsr del
0,5%¢; an caso contrano, debe repstirss la detarminacion.

8. INFORME DE RESULTADOS
8.1 Como resultado final, debs reportares la media aritmética de loe resultados de la determinacion.

82 En sl infoerne de resultsdos, dsben indicarss sl método uwsado vy el resultado sobtenido. Debs
mancionaras, sdamds, cualquier circunstancia que pusda haber influido sobrs &l resultado.

8.3 Debean incluirss todos loe detalles para la complsta identificacion de la musstra.
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