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RESUMEN

El mucilago de cacao es un residuo de la industria cacaotera que debido a su contenido
de azucares puede ser aprovechado como materia prima en procesos fermentativos
para la produccion de bioetanol. El objetivo de esta investigacion es desarrollar el
modelo matematico de la ecuacion de Gompertz modificado para predecir la produccion
de bioetanol generado en la fermentacién de mucilago de Cacao CCN-51 con levadura
del tipo Saccharomyces cerevisiae, en condiciones Optimas de operacion (pH,
temperatura, concentracion de levadura). La optimizacion se realiz6 mediante disefio
factorial completo 23 (dos niveles y tres variables: temperatura, pH y concentraciéon de
levadura). La fermentacion se realiz6 en un biorreactor discontinuo con agitacion en
donde fue evaluada la produccion de etanol a lo largo del tiempo mediante el método
de Winnick o Microdifusién. Este proceso fue modelado con la ecuacién de Gompertz
modificado, la cual describe la produccién de bioetanol. Los pardmetros 6ptimos de
operacioén fueron: 35 °C, pH de 4 y concentracion de levadura de 3 g/L, con una duracion
del experimento de 59 horas. Los parametros de la ecuacion de Gompertz modificado
con los que se trabajo fueron: tiempo lag de 2h, concentracion maxima de bioetanol de
22,0608 g/L y rpm de 1,2998 g/L*h. El factor de correlacion calculado entre los datos
experimentales y modelados para el modelo de Gompertz modificado fue de R?=0,8842.

Palabra claves: Mucilago de cacao, Fermentacién alcohdlica, Optimizacién, Etanol,

Tasa maxima de produccion de Bioetanol, Modelo matemaético.



ABSTRACT

Cocoa mucilage is a waste of the cocoa industry that due to its content of sugars can be
used as raw material in fermentative processes for the production of bioethanol. The
objective of this research is to develop the mathematical model of the modified Gompertz
equation to predict the production of bioethanol generated in the fermentation of cocoa
mucilage CCN-51 with yeast of the Saccharomyces cerevisiae type, under optimal
conditions of operation (pH, temperature, yeast concentration). The optimization was
carried out by means of a complete factorial design 23 (two levels and three variables:
temperature, pH and yeast concentration). The fermentation was carried out in a
discontinuous bioreactor with stirring, where the production of ethanol was evaluated
over time using the Winnick or Microdiffusion method. This process was modeled with
the modified Gompertz equation, which describes the production of bioethanol. The
optimal operating parameters were: 35 °C, pH of 4 and yeast concentration of 3 g/L, with
a duration of the experiment of 59 hours. The parameters of the modified Gompertz
eguation with which we worked were: lag time of 2h, maximum bioethanol concentration
of 22.0608 g/L and rpm of 1.2998 g/L*h. The correlation factor calculated between the
experimental and modeled data for the modified Gompertz model was R? = 0.8842.

Keywords: Cocoa mucilage, Alcoholic fermentation, Optimization, Ethanol, Maximum

production rate of Bioethanol, Mathematical Model
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Hay varias razones por las que la region de América Latina tiene un mayor
potencial para producir biocombustibles, siendo estas, su clima estable y baja densidad
poblacional, comparada con otros paises productores de bioetanol precursores en esta
industria. Segun Toala, Astudillo, & Tobalina (2009) Brasil y EE.UU producen el 80% de
la oferta mundial de etanol. Una clara ventaja de la region de América Latina es que
para producir la misma cantidad de etanol se requiere menor area de cultivo, por ejemplo

en EE.UU se necesita el doble de area de cultivo de maiz que Brasil con cafia de azlcar.

Uno de los factores mas importantes que afectan directamente el rendimiento
de la produccion de bioetanol es el contenido de azucares de la materia prima, de
acuerdo a esto, el mayor rendimiento se da al fermentar sustancias con contenido de
azucares (como la cafla de azucar, remolacha azucarera, mucilago de cacao), el
rendimiento disminuye a un nivel intermedio para sustancias que contienen almidon
(como el maiz, yuca), y el menor rendimiento es para las celulosas. Dentro de las
posibles materias primas para la obtencidon de etanol considerando el contenido de
azucares se encuentra el mucilago de Cacao CCN-51 (17° Brix aprox.). (Quizhpi, 2016;
Toala et al., 2009)

Uno de los atributos mas investigados del etanol, es su utilidad como un recurso
energético renovable, lo que disminuye la dependencia del petréleo como combustible,
ademas es energéticamente eficaz, ya que se puede aprovechar el triple de la energia
necesaria para producirlo y transportarlo. El uso de este compuesto como combustible
es un avance tecnoldgico ya que en comparacion a los combustibles fésiles este
produce menos contaminantes al medio ambiente; de acuerdo al Departamento de
Energia de EE.UU. el etanol emite en menor cantidad el monéxido de carbono e
hidrocarburos, en comparacién con la gasolina comun, reduciendo cuantitativamente un

85% de emision de gases de efecto invernadero. (Toala et al., 2009)

El bioetanol mezclado con gasolina (maximo 15% de bioetanol) puede ser
utilizado como combustible directamente, tomando el nombre de "gasohol”, ("Ecopais"
con 5% de bioetanol en Ecuador) sin tener que realizar alguna modificacion al motor.
También puede ser usado en estado puro en automoviles disefiados para este
combustible. El bioetanol quimicamente provee mas oxigeno a la mezcla combustible
dando una mejora a la eficiencia en la reaccién de combustion debido a la interaccion
de este atomo de oxigeno extra que hay por cada molécula. Se ha confirmado que en

motores de combustion interna el uso de combustibles oxigenados de manera general



rm"'lm--m
%ﬁi
reduce la emision de hidrocarburos totales y monéxido de carbono (CO) en escenarios
estandar de temperatura. Existen otras alternativas para el uso del bioetanol como
combustible, la cual es transformarlo en un aditivo oxigenante de la gasolina comun,
como el tercbutil alcohol (TBA) o el etil-tercbutil éter (ETBE) el cual se esta imponiendo
entre los demds por emitir menos sustancias toxicas al medio ambiente. Estos aditivos
oxigenantes sirven para incrementar el octanaje original del combustible y mermar

emisiones contaminantes. (Gracia, 2004; Melo, Sanchez, Ferrer, & Ferrer, 2012)

En el Ecuador el parque automotriz, de la forma que opera, puede emplear la
mezcla de gasolina hasta con un 10% de bioetanol, sin embargo la mezcla que se
comercializa con el nombre de “Ecopais” contiene solo 5 % de bioetanol. Ademas de
esto el bioetanol es un combustible en motores de combustién interna (avionetas,
lanchas, maquinaria agroindustrial, generacién eléctrica). Ecuador como pais genera
157.000 litros de alcohol por dia, cuyo uso es destinado para bebidas alcohdlicas
mayoritariamente. La produccion de bioetanol por parte de la empresa privada, esta en
las manos de estas tres fabricas, como se muestra en ilustracién 1: Producargo,
asociada al Ingenio La Troncal (75 mil L/dia); Codana S.A., asociada al Ingenio Valdez
(50 mil L/dia), y Soderal S.A., asociada al Ingenio San Carlos (32 mil L/dia). El precio
intermedio de bioetanol anhidro por litro en las fabricas mencionadas es de USD 0,55
por litro. Ecuador exporta alrededor del 70 y el 80% del alcohol que se obtiene. Ecuador,
en el 2017 ha reportado una capacidad de produccion de etanol anhidro grado
carburante de 200.000 litros por dia, esta cantidad sustituye el 40% de la demanda
interna de gasolina extra, proyectandose a cumplir la totalidad de la demanda con el
pasar de los afios. (El Telégrafo, 2017; Toala et al., 2009)

B Producargo S.A. Codana S.A. HSoderal S.A

80000 75000

60000 50000

40000 32000

o -
0

Produccion L/dia

PRODUCCION DE ETANOL
L/DIA

llustracién 1 Principales productores de bioetanol en Ecuador.
Fuente: (Toala et al., 2009)
Elaboracién: Autor
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Para la obtencién de alcohol por la via fermentativa se requiere de un sustrato
con contenido de azucares determinado, en este caso el mucilago de Cacao CCN-51,
la fermentacién alcohdlica de este tipo de sustancias se comporta de distintas maneras
teniendo en cuenta la variacion de condiciones de operacion, por lo cual es necesario
un estudio de la fermentacion, condiciones de operacion y velocidad de produccion de

bioetanol para su mejor aprovechamiento como recurso energético renovable.

En el afio 2014 el Ecuador pasé a ocupar el quinto lugar a nivel mundial en
productores de cacao. Su produccion neta alcanzé 240 mil toneladas métricas, de las
cuales 230 mil fueron exportadas. La meta a futuro del sector cacaotero es alcanzar a
exportar entre 280 a 300 mil toneladas métricas en los préximos dos afios (2016). El
sector esta creciendo, con nuevas plantaciones o ampliaciones de las ya existentes.
(Vallejo, 2014)

En la industria del cacao existen muchos desechos aprovechables, uno de los
cuales es el mucilago de cacao, se ha determinado en previas investigaciones que se
obtiene alrededor de 14,61 g de mucilago por kilo de mazorca, es decir se tiene
aproximadamente 1,46% de mucilago en peso por mazorca, el cual puede ser
aprovechado para la obtencion de bioetanol. (Quizhpi, 2016)

1.1 Objetivos generales y especificos.
1.1.1. Objetivo general

Modelar de la ecuacion de Gompertz modificada para la produccién de bioetanol
a partir de la fermentacion de mucilago de cacao CCN-51.

1.1.2. Objetivos especificos

e Determinar las condiciones Optimas de operacién para maximizar produccion de
bioetanol.

e Estandarizar el método analitico Winnick o Microdifusion para la determinacion de
bioetanol en la fermentacion de mucilago de cacao CCN-51.

e Determinar la velocidad de produccién de bioetanol a diferentes condiciones de
operacion del biorreactor mediante un ajuste con métodos numéricos.

e Definir el modelo de Gompertz modificado al experimento de mayor produccion de

bioetanol.



CAPITULO 2. CONTENIDO TEORICO
2.1. Generalidades del cacao

El cacao es cultivado en zonas donde la temperatura varia de 20 a 24 °C, para
Su correcto crecimiento requiere de humedad durante todo el afio y que la temperatura
no descienda menos de 15 °C. El cacao es de la familia de las Esterculiaceas. De la
especie Theobroma cacao L. Es una planta comin de las zonas amazonicas de
América. (Garcia & Edilma, 2014)

La planta de cacao es de tamafio mediano (5 a 8 m), que crece deacuerdo a las
condiciones ambientales, hasta 20 m si tiene suficiente sombra, con raices que penetran
30 cm el suelo, con hojas de color variado (café claro, morado, rojizo, verde palido), sus
flores son pequefias que se producen de la misma manera que los frutos. El fruto, por
lo general llamado mazorca tiene un tamafio, forma y color que varia dependiendo del
tipo de cacao y ambiente en el que crece, habitualmente tiene una pared gruesa, con
una pulpa blanca (mucilago) de sabor acido, dulce y aromatico. La mazorca usualmente
contiene de 20 a 60 semillas de color café o morado de sabor dulce o amargo.
(Arciniegas Leal, 2005; Garcia & Edilma, 2014)

2.1.1. Produccién del cacao en Ecuador

Las plantaciones de cacao se extienden por todo el pais, como se ve en la
ilustracion 2 las cosechas se concentran en la regién costa especialmente en las
provincias de Guayas y Los Rios. Segun datos oficiales del INEC en el 2016 la
produccion neta de cacao (Almendra seca) alcanzo los 177551,29 Tm. (INEC, 2016)

Regidn Oriental: Zonas no
7,47% delimitadas:
Region Sierra: 0,89%
11,96%

Region Insular:
0%

llustracién 2 Distribucion de plantaciones de cacao en Ecuador.
Fuente: (INEC, 2016)
Elaboracion: Autor.
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2.1.2. Tipos de cacao.

El género Theobroma cacao es el mas comun en los cultivos del mundo, del cual

se distinguen 3 tipos:

e Forastero
e Criollo

e Trinitario.

2.1.2.1. Cacao forastero.

Los Forasteros representan mas del 80% de cultivos de cacao en el mundo, su
origen es la Amazonia de Sudamérica. Este tipo de cacao tiene la caracteristica de
mazorcas de cascara lefiosa y dura, granos de forma aplanada de color morado y un
sabor amargo. Para este tipo de cacao resaltan variedades como: Cundeamor, Sambito,
Amelonado, Calabacillo y Angoleta. Dentro de este tipo de cacao, se encuentra la
variedad Nacional originaria de Ecuador que se identifica por ser un cacao fino de gran
aroma. (Arciniegas Leal, 2005)

2.1.2.2. Cacao Criollo.

Los Criollos o también conocidos como hibridos de cacao dulce, son nativos de
Sudameérica donde se cultivan, ademés de las zonas de Centro América y México donde
fueron domesticados, Este tipo de cacao se identifica por presentar mazorcas de
cascara suave, granos de forma redonda de color blanco a violeta y un sabor agradable
y dulzén. Este tipo de cacao es mas susceptible a enfermedades. (Arciniegas Leal,
2005)

2.1.2.3. Cacao trinitario.

Los cacaos Trinitarios ocupan el 15 % de la produccién mundial, se originaron
en el Caribe a partir de hibridacién natural entre un genotipo Forastero amelonado del
Brasil y un genotipo Criollo que se presenta cominmente en Granada, Trinidad vy
Tobago y Jamaica, debido a esto presenta morfologia y caracteres genéticos de ambos
tipos. Este tipo de cacao presenta granos medianos a grandes con cotiledones

castafnos. (Arciniegas Leal, 2005)
2.1.3. Cacao CCN-51.

Desde los inicios de Ecuador como pais cacaotero la producciéon de cacao
(Theobroma cacao L) ha sido de alta influencia econdmica. Sin embargo este tiene el

problema se ser poco productivo, ya hace 30 afios teniendo en cuenta este problema,
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el agronomo Homero Castro investigd y desarrolld6 y mediante una seleccion y
cruzamientos con variedades trinitarias el clon CCN-51, cuyas nuevas caracteristicas

fueron: el ser auto compatible, una marcada tolerancia a las enfermedades y una mejora

en la productividad, en contraste a las huertas tradicionales. (Vera-Chang et al., 2016)

2.1.4. Definicion del mucilago de cacao

Dentro de la mazorca de cacao las semillas se encuentran suspendidas por las
venas en una pulpa blanca de caracter aromatico. Esta pulpa llamada cominmente
mucilago estd compuesto por células esponjosas parenquimatosas, que contienen
células de savia ricas en azucares (10 - 13%), pentosas (2 - 3%), acido citrico (1 - 2%),
y sales (8 - 10%). (Kalvatchev, Garzaro, & Guerra, 1998)

2.1.5. Propiedades fisico-quimico del mucilago de cacao

En la siguiente tabla se detallan las propiedades fisico-quimicas del mucilago de

cacao CCN-51, este estudio presenta los resultados.

Tabla 1 Caracteristicas fisico-quimicas mucilago de cacao CCN-51.
Caracteristicas fisico-quimico

Pardmetro Concentracién
Total de sélidos solubles (° Brix) 17,15 +0,86
pH 4,05 + 0,004
Acidez titulable (meg/L) 245,25 +21,19
Azlcares reductores totales (%) 12,56 +1,71
Azlcares totales (%) 62,95
Densidad (g/ml) 1,06
Calcio (mg/L) 169,21 £ 31,04
Sodio (mg/L) 161,85 + 40,41
Potasio (mg/L) 462,9 + 49,96

Fuente: (Quizhpi, 2016)
Elaboraciéon: Autor

2.2. FERMENTACION ALCOHOLICA

La produccion de bioetanol inicia fundamentalmente con la degradacién de
azucares en alcohol y diéxido de carbono mediante la accion de ciertos
microorganismos, esta reaccion toma el nombre de fermentacion alcohdlica y se

representa mediante la siguiente ecuacion:
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CsH1204 — 2C,HsOH + 2C0,
Ecuacion 1 Ecuacién de Gay Lussac - Fermentacion Alcohdlica

El microorganismo mas usado para que se de esta reaccion es la levadura
Saccharomyces cerevisiae, que transforma los azucares consumibles en etanol, en
ausencia de O, lo cual genera por cada mol de azucar reductor, 2 moles de adenosin
trifosfato (ATP) (nucleétido fundamental en la obtenciéon de energia celular) y 2 moles
de etanol. Adicional a la Saccharomyces cerevisiae existen demas microorganismos
capaces de producir la fermentacién alcohélica, como es el caso de levaduras como
Pichia stipitis, Candida shehatae y Pachysolen tannophilus, sin embargo su tasa de
produccién de etanol es al menos 5 veces menor a la observada para Saccharomyces
cerevisiae. En el caso de bacterias, se ha usado Zymomonas mobilis, pero el uso

industrial de estas es muy bajo. (Sanchez & Cardona, 2005; Vazquez & Dacosta, 2007).

El uso de microrganismos genéticamente modificados (GM) en la industria del
alcohol es determinado por la caracteristica que se busca mejorar de la cepa original,
en especial se busca mejorar la cepa de la Saccharomyces cerevisiae y se ha logrado
un aumento significativo en la productividad y resistencia del microorganismo a multiples
procesos de fermentacién, sin embargo el estudio genético se expandié a las no-
Saccharomyces, que aunque no igualan en rendimiento, mejoran determinadas
caracteristicas enologicas y tienen una elevada resistencia al estrés. (Schuller & Casal,
2006)

2.2.1. Bioquimica de la reaccion

Describiendo la bioreaccién de fermentacion alcohdlica en un principio las
hexosas (azucares fermentables) producen acido pirdvico mediante la glucolisis (via
Embden-Meyerhof-Parnas), para esto se necesita de las enzimas que proveen el
microorganismo fermentador (Saccharomyces cerevisiae). El &cido pirdvico se
descarboxilara produciendo diéxido de carbono y acetaldehido. Finalmente debido a la
accion de la enzima deshidrogenasa, el acetaldehido se convierte en etanol. (Vazquez
& Dacosta, 2007)
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llustracién 3 Esquema de la transformacion de glucosa en etanol (via Embden-Meyerhof-
Parnas).
Fuente: (Vazquez & Dacosta, 2007)
Elaboracién: (Vazquez & Dacosta, 2007)

2.2.2. Levadura

El nombre levadura agrupa una amplia gama de microorganismos unicelulares,
dentro de las cuales existen tanto especies patdégenas, como especies inocuas de gran
utilidad para la industria. Estos organismos fueron descubiertos en el siglo XIX por el
francés Louis Pasteur, desde la antigiiedad han sido usadas para la elaboracion de
sustancias con contenido de alcohol. Al pasar de los afios se han diferenciado distintas
cepas las cuales tienen distintos usos y comportamiento. (Suarez, Garrido, & Guevara,
2016)

Estos microorganismos presentan un nucleo definido por una membrana, se
distinguen entre si debido a su tamafio, forma y color. Son considerados una especie de
hongos unicelulares que presentan con mas frecuencia una forma ovalada. Su
reproduccion se da por gemacion, su diametro maximo alcanza los 4 - 5 um. En general
toleran pH dentro del rango de 3 a 10 pero un pH entre 4,5 a 6,5 las favorece. Se ha
estudiado por completo su genoma, lo que permite la revisiébn y manipulacion genética,
con el fin de crear cepas direccionadas a condiciones de vida y al producto buscado.
(Suarez et al., 2016)

2.2.3. Clasificacion de las levaduras

Su clasificacion es un tema a discusion debido a que existen diversos criterios
para hacerlo, dentro de las casi 500 especies de levaduras las de mayor interés estudio
son las del género Saccharomyces, Segln Mesas y Alegre (1999) de acuerdo a su

forma se clasifican en:
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Saccharomyces cerevisiae: forma redondeada

Saccharomyces eliipsoideus: forma de elipse

Saccharomyces apiculatus: forma de limones

Saccharomyces uvarum: forma de salchichas

Otro criterio que exponen Mesas y Alegre (1999) es clasificar a las levaduras de

acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas. Entre las cuales tenemos:

a) Azucares que son capaces de fermentar.

b) El rendimiento en alcohol, es decir la cantidad de azlcar que necesitan

para producir 1 grado de alcohol.

c) Su poder alcohol6geno, que es la maxima concentracion de etanol que

pueden tolerar antes de inhibirse.

d) Subproductos que generan durante la fermentacion.

e) Resistencia que tiene al anhidrido sulfuroso.

f) Capacidad de asimilacion de sustancias nitrogenadas.

2.2.3.1. Saccharomyces Cerevisiae

La Saccharomyces cerevisiae en un microorganismo de gran importancia para

la Humanidad debido a los productos que esta permite obtener, su etimologia viene de

Saccharo (azucar), myces (hongo) y cerevisiae (cerveza). Se la caracteriza como

levadura heteroétrofa, es decir tiene una alta capacidad fermentativa y obtiene energia

bioquimica a partir de hexosas. Utiliza preferentemente monosacaridos (glucosa,

fructosa, manosa y galactosa) y disacaridos (maltosa e isomaltosa) como fuente de

carbono y de energia. Esta especie de microorganismo esta definido como GRAS, es

decir es permitido usarla como aditivo alimentario. (Suarez et al., 2016)

Tabla 2 Taxonomia de Saccharomyces cerevisiae.

Taxonomia

Reino Fungi
Division Ascomycota

Clase Hemiascomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Saccharomyces
Especie S. cerevisiae

Fuente: (Lépez, 2017)
Elaboraciéon: Autor.



2.2.4. Parametros necesarios en la fermentacion alcohdlica

En la industria habitualmente se produce el bioetanol por fermentacion alcoholica
en reactores discontinuos. En general el rendimiento de esta reaccion es del 90% del
méaximo tedrico. El 10 % restante subproducto de la reaccion genera biomasa y otros
metabolitos. En la practica este rendimiento no siempre se alcanza puesto que se ve
condicionado por parametros de operacién como: Temperatura, Oxigeno presente en el
ambiente, Concentracion de sustrato, pH, Concentracion de bioetanol y Nutrientes.
(Sanchez & Cardona, 2005)

2.2.4.1. Temperatura.

La temperatura de operacion afecta directamente la capacidad de desdoblar los
azucares fermentables y el crecimiento celular. Las levaduras son microorganismos
mesofilos, es decir su temperatura no puede exceder los 50 °C por mas de 5 min ya que
provocaria su muerte, hay que considerar que la fermentacion alcohdélica es un proceso
que libera calor, por lo tanto es necesario un sistema de enfriamiento que controle este
pardmetro, el valor 6ptimo para fermentaciones anaerobias es de 30 °C, de esta manera
se incrementa el rendimiento de la reaccion. (Durango Londofio, 2007; Garzén Castafio
& Hernandez Londofio, 2009)

2.2.4.2. Oxigeno

La fermentacion alcohdlica por parte de la Saccharomyces cerevisiae necesita
de un ambiente anaerobio para producir bioetanol, es decir producir energia. En
presencia de oxigeno se produce muy poco o nada de bioetanol debido a la inhibicion

de la reaccion. Esta limitacion se conoce como efecto Pasteur. (Martin Barry, 2005)
2.2.4.3. pH

Dentro de los factores que limitan la fermentacién alcohdlica el pH es uno de los
mas importantes, debido a que infiere directamente en el desarrollo celular de la
levadura, en el transcurso de la reaccion el pH del medio tiende a disminuir ya que se
producen &cidos a partir de los aminoacidos presentes, en la industria de produccion de
alcohol generalmente se regula el pH para generar la mayor produccién de alcohol, los
niveles 6ptimos de pH van de 3.5 hasta 5.5. (Garzén Castafio & Hernandez Londofio,
2009)
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2.2.4.4. Concentraciones de alcohol
La presencia de bioetanol en el mosto tiende a inhibir el crecimiento de la
levadura y reducir su viabilidad, a partir de un 8% de concentracion en volumen se
empieza a tener efectos adversos y luego del 14% el proceso se volvera muy lento por
lo que se recomienda no llegar a concentraciones muy altas. La Saccharomyces

cerevisiae puede llegar a soportar hasta un 20% de bioetanol. (Suarez et al., 2016;
Vazquez & Dacosta, 2007)

2.2.4.5. Concentracion de sustrato

La pared celular de las levaduras permiten el paso de los nutrientes y respiracion
normal de la levadura, pero cuando la presion osmotica es alterada, la célula tiende a
tener problemas de respiracion, esto se da cuando la concentracion de azucares supera
el 22%. El parAmetro 6ptimo de funcionamiento esta entre el 10 a 18% de concentracion

de azlcar. (Garzén Castafio & Hernandez Londofio, 2009)
2.2.4.6. Agitacion

La agitacién es un factor importante que disminuye la sedimentacion de la
levadura, de esta manera se produce un contacto mas eficiente entre sustrato y
microorganismos. Se recomienda realizar la fermentacion alcohdlica de 200 a 400 rpm.

(Ferreyra, Schvab, Davies, Gerard, & Hours, 2012)
2.2.4.7. Nutrientes

La fermentacion alcohdlica, para su desarrollo 6ptimo requiere una variedad de
nutrientes, dentro de los cuales estan: carbono, hidrogeno, nitrégeno, fésforo, azufre,
potasio y magnesio, estos pueden ser propios del mosto a fermentar o adicionados al
medio. Debido a esto es conveniente caracterizar la materia prima y determinar

mediante técnicas de bromatologia sus nutrientes. (Durango Londofio, 2007)

2.3. ETANOL

El etanol o alcohol etilico de formula CH3-CH2-OH es un liquido incoloro,
altamente inflamable que posee un punto de ebullicién en torno a 78°C. Es altamente
volatil. Este compuesto organico tiene diversas aplicaciones, ademas de usarse en
alimentos, bebidas alcohdlicas o como antiséptico, se usa en muchos y diversos
sectores como en la industria: farmacéutica, cosmética, perfumeria, como disolvente,

anticongelante, desinfectante y actualmente como biocombustible. (Griffin, 1981)



2.3.1. Materias primas utilizadas en la produccién de bioetanol

Para la produccién de bioetanol la materia prima necesaria tiene que estar

compuesta por formas de carbono que tengan la capacidad de transformarse en

azucares

fermentables.

Se distinguen

3 tipos:

Lignocelulésicas. (Serna, Barrera, & Montiel, 2011)

Azucaradas,

Tabla 3 Propiedades de la gasolina y del bioetanol

Amilaceas vy

Fuente Rendimiento Rendimiento Costo de
de Cultivo (L/t de (L/ha) produccion Pais
carbono cultivo) (USD/L)
100 17000 0,48 Unioén
Remolacha
Europea
Sacarosa Jugo de cafia 70-85 6000 021 Brasil
9 10 590 0,32 India
Melaza de cafa 10 730 0,23-0,37 México
Sorgo 56-90 2500-4000 Suecia
. 400 3000 0,39-0,37 Estados
Maiz )
Almidon Unidos
. 340 2700 0,62 Unién
Trigo
Europea
Bagazo de 55 3850 0,8 Chile
Celulosa N
cana

Fuente: (Serna et al., 2011)
Elaboracién: Autor
En la tabla 3 se presentan las materias primas mas usadas a nivel mundial para
la produccion de bioetanol, siendo las azucaradas y las amilaceas las mas utilizadas,
debido a la facil disponibilidad de los azucares, por ello los principales productores de
bioetanol en el mundo, han desarrollado la tecnologia a partir de estas. Las materias
primas que contienen lignocelulosa presentan un inconveniente, ya que al transformar

la lignocelulosa en azucares resulta mas complejo y costoso.

2.3.2. Bioetanol como combustible

Para gue el etanol entre en esta categoria, debe obtenerse a partir de un recurso
renovable, en este caso mediante la fermentacion alcohélica de biomasa a través de la
accion de microorganismos, como levaduras y bacterias. El principal uso del bioetanol
es como biocombustible ya que puede ser mezclado con gasolina elevando su contenido
en Oy, lo cual permite aumentar el rendimiento de la reaccion de combustion
disminuyendo de manera cuantitativa las emisiones dafiinas al medio ambiente de

hidrocarburos no oxidados completamente. (Sanchez & Cardona, 2005)



Tabla 4 Propiedades de la gasolina y del bioetanol

Parametro Unidad Gasolina Bioetanol
Poder calorifico inferior kJ/kg 43,5 28,225
kJ/litro 32,18 22,350
Densidad kg/litro 0,72-0,78 0,792
Octanaje RON* - 90-100 102-130
Octanaje MON** - 80-92 89-96
Calor latente de vaporizacion kJ/kg 330-400 842-930
Relacién aire/combustible - 14,5 9,0
estequiométrica
Presion de vapor kPa 40-65 15-17
Temperatura de ignicién °C 220 420
Solubilidad en agua % en volumen ~0 100

*RON: Research Octane Number — Numero de octano de investigacion.
*MON: Motor Octane Number — Numero de octano del motor.
Fuente: (BNDES, CGEE, CEPAL, & FAO, 2008)
Elaboracién: Autor
Otra de las razones por las que el bioetanol aporta a la reduccién de gases de
efecto invernadero, es la disminucion de emisiones de CO,, como se ve en la tabla 4, al
tener un mayor octanaje que la gasolina comun, se requiere una menor cantidad de
bioetanol para tener el mismo rendimiento y en consecuencia menor emision de CO..

(Sanchez & Cardona, 2005)

2.3.3. Propiedades de Bioetanol como aditivo en gasolinas

En el 2017 cerca del 40% de las estaciones de venta de combustibles en
Ecuador vendieron gasolina con adicion de bioetanol, con el nombre comercial de
Ecopais. Combustible que pretende reemplazar a la gasolina extra sin modificar el
precio, este biocombustible tiene una adicion del 5% de bioetanol y 95% de gasolina

premezclada. (Morales, 2010)

El bioetanol debe cumplir ciertos requisitos para poder ser usado como aditivo
en la produccion de biocombustibles, es decir tiene que caracterizarse como etanol
anhidro carburante, de esta manera se garantiza la funcionabilidad del biocombustible.

Estos requisitos estan regidos por la norma ecuatoriana NTE INEN 2478:2009



Tabla 5 Requisitos del etanol anhidro grado carburante.

Requisitos Unidad Minimo  Maximo
Contenido de Etanol % 99,6 -
Acidez total (como acido mg/100ml - 3,0
acético)
Conductividad Eléctrica puS/m - 500
Densidad a 20°C kg/m3 - 791,5
Contenido de Cloruros mg/L - 32
Contenido de Agua % - 0,3
Contenido de cobre mg/kg - 0,1
Residuo de Evaporacion mg/100ml - 50

Fuente: (INEN, 2009)
Elaboraciéon: Autor

2.3.4. Métodos de cuantificacion de Bioetanol

Estas técnicas estan basadas en distintos principios Fisico-Quimicos y tienen

como finalidad determinar el bioetanol durante el experimento.

2.3.4.1. Determinacién de etanol mediante método de Winnick o microdifusion

La microdifusiéon de la muestra se da debido a la volatilidad del etanol, el cual es
transferido en fase gaseosa de una seccién a otra de una camara cerrada, para
reaccionar con el dicromato de potasio. El principio de este método se basa en la
reacciéon de un oxidante fuerte el cual recepta el alcohol en la atmosfera y da como
resultado un compuesto coloreado, el cual puede ser determinado mediante titulacion o
espectrofotometria. La reaccién se da cuando el dicromato de potasio en medio
fuertemente acido (acido sulfarico) oxida el etanol en acido acético, debido al exceso de
dicromato quedara un remanente el cual no reaccionard, este se medira por Yodometria.
Adicional a esto es necesario el uso de un agente liberador de etanol en la muestra.
(Augusto & Mora, 2015)

2.3.4.2. Determinacion de etanol mediante espectrofotometria enzimatica

Este método se basa en dos reacciones enziméticas, en la primera se da la
oxidacion del etanol a acetaldehido debido al dinucleétido nicotinamida-adenina (NAD*),

reaccion catalizada por el alcohol deshidrogenasa (ADH).

ADH
Etanol + NAD* «— Acetaldehido + NADH + H*

Segun indica Ferrel Quispe (2011) esta es una reaccién que se equilibra a favor

del etanol y NAD"* raz6n por la que es necesaria una segunda reaccion para captar los
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productos, aqui el acetaldehido es oxidado a acido acético en condiciones alcalinas, en

presencia de aldehido deshidrogenasa (AL-DH) y NAD".

Acetaldehido + NAD* + H,0 Lo acido acético +NADH + H*

Lo que se mide por este método es el NADH formado, con una longitud de onda
de 340 nm, resultado que se relaciona por estequiometria con el etanol para conocer la
concentracion buscada. Debido a su especificidad los métodos enziméticos para
determinacién de etanol son los mas utilizados, ya que estos no detectan otros alcoholes

y para estudios clinicas presentan una sensibilidad adecuada. (Ferrel Quispe, 2011)

2.3.4.3. Determinacion de etanol mediante cromatografia de gases

Esta técnica analitica se fundamenta en la separacion de compuestos, esto
permite la cuantificacién de los componentes de la muestra de acuerdo a la volatilidad
y solubilidad propia de cada constituyente de la sustancia liquida a analizar. Es la técnica
ideal para cuantificar compuestos organicos volatiles debido a su alta sensibilidad pero
limitante a analitos que no son estables a la temperatura de volatilizacién requerida,
puede utilizarse para compuestos cuyo punto de ebullicibn no supere los 400°C. En la
practica, la muestra a analizar se volatiliza y se introduce en la cabeza de una columna
cromatogréfica, el etanol al ser un analito estable a la temperatura de volatilizacion se
puede determinar sin inconvenientes. Deacuerdo al cromatdgrafo se debera usar un gas
inerte (fase movil) para que se produzca la elusiébn como He, N2, H,. La fase moévil no
interacciona con la muestra ya que se usara solo con el objetivo de transportar el analito.
(Narvaez & Quito, 2015; Quirds, 2006)

2.4. CINETICA DE FERMENTACION

La cinética de fermentacion alcohdlica se determinara de acuerdo al producto
obtenido en funcion del tiempo, con el fin de establecer la cinética de produccion de

bioetanol.
2.4.1. Crecimiento de levaduras

La levadura Saccharomyces cerevisiae cuando se inocula en medios liquidos
con glucosa como fuente de carbono demuestra un comportamiento de 5 fases de

crecimiento:
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Fase lag

Fase logaritmica

Fase de cambio diauxico

Fase postdiauxica

Fase estacionaria

La fase lag es un intervalo de tiempo de adaptacion de la célula al entorno. La
velocidad maxima de duplicacion celular es alcanzada en la fase logaritmica, aqui es
donde se produce el metabolismo fermentativo de la levadura, en condiciones
anaerobias da como producto bioetanol. Después de que se ha dado el maximo nivel
de metabolismo celular, la concentracién de glucosa tiende a disminuir, al tener poco
alimento las células disminuyen su reproduccion y entran a un cambio diauxico, es
decir su metabolismo pasa de ser fermentativo a respiratorio. Pasada esta fase las
células usan el bioetanol generado como fuente de carbono como consecuencia de esto
su resistencia al estrés se incrementa, este periodo toma el nombre de fase
postdiduxica. Finalmente se llega a la fase estacionaria, aqui el nivel de nutrientes se
ha agotado por lo tanto no hay reproduccion celular. La pared de las levaduras se
vuelven mas gruesas, lo que las hace resistentes a la digestion y eleva el nivel de

resistencia al estrés celular a su valor maximo. (Martin Barry, 2005)

2.5. MODELADO MATEMATICO

Un modelo matematico es una ecuacién o un conjunto de ellas que tienen el
objetivo de determinar el efecto que tienen las variables de entrada sobre las variables
de salida en un proceso en el transcurso del tiempo. Los modelos matematicos se
realizan con el fin de predecir el comportamiento en el mundo real, sin embargo estos
nunca seran una réplica exacta de la experimentacion. Para que un modelo matematico
sea valido la parte real debe ser semejante a la contraparte modelada, es decir, solo si
se demuestra que las propiedades del modelo guardan una correspondencia adecuada
con las del proceso real se tiene la razon, ademas de esto el modelo debe ser
efectivamente verificable mediante la observacion. (Coll C, Giannuzzi, Noia, & Zaritzky,
2001)

Los modelos pueden ser, de tipo empirico (describen un conjunto de datos a
través de una relacion matemética conveniente) o el deterministico (suministra
interpretacion de los parametros en términos de fendmenos y procesos conocidos).
(Jagannath & Tsuchido, 2003)
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2.5.1. Modelo Logistico
Es una funcibn matematica usada en diversos estudios de crecimiento
poblacional, epidemiologia y difusién de informacién en redes sociales. Debido a esto,
este modelo matematico ha tomado interés en aplicaciones industriales de la
fermentacion alcohdlica, campo donde se han desarrollado distintos modelos cinéticos
que describen el desarrollo de microorganismos, formacion de productos y consumo de
substrato. Estos estudios nos permiten predecir el rendimiento, los efectos de los
factores operacionales para producir bioetanol, tales como temperatura, pH, aireacion y

mezclado. (Phukoetphim, Salakkam, Laopaiboon, & Laopaiboon, 2017; Ulloa &
Rodriguez, 2010)

El modelo logistico fue propuesto en 1838 por el matematico belga Pierre
Francois Verhulstcon (1804 -1849) con el objeto de describir el crecimiento poblacional,
es una funcién sigmoidea simétrica, se puede adaptar para describir el crecimiento de
microorganismos de distintos sistemas biol6gicos. En concreto nos permite caracterizar
la variacién en cantidad de organismos en funcién de la velocidad de crecimiento, la
concentracion inicial de biomasa, la maxima concentracion de biomasa alcanzada, y el
tiempo. Asume un sustrato suficiente en la reaccion, pero no incluye la inhibicion por
substrato. (Phukoetphim et al., 2017; Ulloa & Rodriguez, 2010)

La ecuacion logistica en la forma diferencial (Ecuacion 2) se debe integrar y
como resultado tenemos la (Ecuacion 3), que describe mediante sus términos las fases
exponencial y estacionaria del crecimiento. El modelo muestra la relacion que existe
debido a: la biomasa (X), la concentracion inicial celular (Xo), la concentracion méaxima
de células (Xmax) Y la tasa de crecimiento especifico maximo (Pmax) €n momentos
especificos (t) durante las fases exponencial y estacionaria del crecimiento de levadura.
No obstante, no predice el comportamiento después de la fase estacionaria donde se

produce la muerte de los microorganismos. (Phukoetphim et al., 2017)

dX (1 X ) X
_—= - *
dt ‘u‘max Xmax

Ecuacidn 2 Ecuacion logistica en forma diferencial

P Xoexp(Umaxt)
- X
1= [ ~ exp(imart)]

Ecuacion 3 Ecuacion Logistica Integrada



Nomenclatura:

X: Concentracion celular, g/L

Xo: Concentracion celular inicial, g/L

Xmax: Méaxima concentracion celular, g/L

Mmax: Velocidad méxima de crecimiento especifico, h-1
t: Tiempo de fermentacion, h

2.5.2. Modelo de Gompertz

Benjamin Gompertz (1779-1865), fue un matematico ingles miembro de la
Society of Mathematicians of Spitalfields en Londres. Desde 1820 trabajé y dirigio en
distintas compafiias de seguros, donde conocer la probabilidad de muerte de la
poblacion en general es muy importante. Aplicando procedimientos del calculo
diferencial a cuestiones actuarias (estadistica para la evaluacion de riesgos) logré
desarrollar el modelo matematico conocido actualmente como Ley de mortalidad de
Gompertz, la cual nos muestra como los ratios de mortalidad aumentan en progresion
lineal. (Kirkwood, 2015)

u(x) = a* ef*

Ecuacion 4 Ecuacion de Gompertz

Nomenclatura
u: mortalidad a la edad x
ayB: Constantes

La ecuacion de Gompertz fue modificada por William Makeham, quien introdujo
una constante que representa la mortalidad independiente a la edad, llevando esta
ecuacion a una escala logaritmica se obtiene una linea recta conocida como funciéon de
Gompertz cuya pendiente denota la tasa actual de envejecimiento, la cual puede ser
comparada para distintas poblaciones explicando la diferencia en la longevidad de las
mismas. (Kirkwood, 2015)

2.5.3. Modelo de Gompertz modificado

La funcién de Gompertz se utilizé inicialmente para describir la distribucion de
edades en la poblacion, posteriormente se modificé y utilizd para modelar el crecimiento
de microorganismos. La derivacibn como ecuacion de prediccion de crecimiento
poblacional paso a ser conocido como el “Modelo de Gompertz modificado”, el cual es
una funcién matematica que tiene un lento inicio y final, mientras que su desarrollo

intermedio es rapido. A diferencia del modelo logistico, es asimétrico. Gompertz
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modificado es util cuando se tienen crecimientos limitados por cantidad de recursos.
(Kirkwood, 2015; Phukoetphim et al., 2017)

Tanto la funcién de Gompertz modificado, como la funcion logistica se definen
como modelos mateméaticos empiricos, es decir, son de interés en situaciones practicas
y simplemente describen los datos de crecimiento bajo condiciones experimentales en
forma de una conveniente relacibn matematica. Gompertz modificado es una funcién
exponencial doble, que describe una curva sigmoide asimétrica. (Jagannath & Tsuchido,
2003; Phukoetphim et al., 2017)

Este modelo describe el aumento progresivo en funcién de la concentracion
méaxima de biomasa, la velocidad maxima de produccion de biomasa y el tiempo. La
ecuacion de Gompertz modificada se esta utilizando cada vez mas en diversos estudios,
acerca de la produccion de hidrogeno y bioetanol como combustibles. Para la prediccion
de la formacién de bioetanol, este modelo presenta la concentracibn maxima del
producto, la tasa de produccién maxima y el periodo lag. (Phukoetphim et al., 2017)

P = Py *exp {—exp [<M> *(t;—t) + 1]}

Pmax

Ecuacion 5 Ecuacion de Gompertz modificada

Nomenclatura:

P: Concentracion de bioetanol, g/L

Pmax: Concentracién méaxima de bioetanol, g/L

lom: Velocidad méxima de produccion de bioetanol, g/L*h
t: Tiempo de fermentacion, h

ti: Tiempo de Fase lag

exp(1): Numero de Euler
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

Esta investigacion es de caracter exploratorio y experimental, se ha trabajado
bajo condiciones recomendadas en estudios similares, pero con otra materia prima, por
ende se experimentara dentro de estos rangos para obtener las condiciones 6ptimas de
operacion variando: temperatura, pH y concentracion de levadura, debido a la influencia
que estos presentan a el rendimiento de la produccion de bioetanol y a que se requiere
establecer un disefio experimental, dando como resultado los 6ptimos valores
calculados de trabajo; Todo esto se realizd con el objetivo de obtener la maxima
produccién de bioetanol posible; Se cuantifico el bioetanol producido en el transcurso

de la fermentacion alcohdlica; Se determiné y modeld la ecuacion de Gompertz

modificado para el experimento con las condiciones éptimas.
3.1. LOCALIZACION DEL ESTUDIO

En la etapa experimental de este proyecto de titulacién, la extraccion del
mucilago de cacao CCN-51 se realizé en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos, la
fermentacion alcohdlica se efectud en el Laboratorio de Energia e Ingenieria de la
Reaccion y la cuantificacion del bioetanol se ejecut6 en el Laboratorio de Operaciones
Unitarias. Todas estas instalaciones son parte del Tecnolégico de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca.

3.2. MATERIA PRIMA
3.2.1. (Sustrato) Mucilago de Cacao CCN-51

Se optd por esta variedad de cacao debido a su mayor productividad en

comparacion a las otras cultivadas en el Ecuador.

La Cosecha de Cacao se realiz6 en los terrenos de monocultivo de cacao de la
variedad CCN-51, propiedad de J. Sigliencia ubicada via a Zhucay, cantén La Troncal,
Provincia de Cafar, Ecuador (Anexo 1), sitio que se encuentra dentro de la zona 6 del

pais.

Se eligid esta zona debido a la disponibilidad, facilidad de cosecha y a la
existencia de un estudio previo del mucilago obtenido de cacao CCN-51 de este lugar,
realizado por Quizhpi (2016) en el cual se caracterizé el mucilago de cacao CCN-51

mediante técnicas de espectrofotometria UV-VIS, espectroscopia infrarroja (FTIR).
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3.2.2. (Fermento) Levadura

Para cada experimento se utilizé levadura del tipo Saccharomyces Cerevisiae,
de marca Levapan usada comunmente en panificacién, el cual se encuentra a la venta

en bloques de 500 g, producto almacenado en refrigeracion (2°C) con una vida Gtil de
30 dias.

3.3. METODO DE EXTRACCION DEL MUCILAGO DE CACAO CCN-51

La obtencidn del cacao CCN-51 y la posterior extraccion del mucilago siguen los
pasos indicados en la ilustracion 4.

Inspeccion visual

stado de madurez
éptimo

Geo Referenciado

NO-» Descarte

Sl
{ A 4
Cortado Cosecha de mazorca
Retiro de Venas Transporte
Separacion de pepas Limpieza de Mazorca
Se repite una vez—
A
Mezcladora de
> Ablandado 20 min
paletas
Extraccién de
Fluidificador > ’ — Pepas de cacao
mucilago
Medicién de °Brix
Pardmetros Volumen
v
Pasteurizacié 88°C
asteurizacion 3 min
Lavado y esterilizado
v ] Envasado 4L
de envases plasticos
92°C
Evacuado 15 min
Sellado
Rotulado

<4°C

Almacenamiento

llustracién 4 Esquema de obtencion de cacao CCN-51 y extraccion de mucilago.
Fuente: (Quizhpi, 2016)
Elaboracién: Autor
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3.4. METODO PARA LA OPTIMIZACION DE CONDICIONES DE FERMENTACION
Para esta investigacion se variaré 3 condiciones de operacion: temperatura, pH
y concentracion de levadura, dentro de los intervalos recomendados en la investigacion
previa “Determinacion de la cinética de fermentacion alcohdlica del mucilago de Cacao
CCN-51 en condiciones éptimas de operacion de temperatura, pH y concentracion de
levadura” realizada por Macias & Saavedra (2017) donde se aplica un disefio de matriz

experimental con el fin de identificar la combinacién de variables que nos da un mejor
resultado.

3.4.1. Matriz de Disefio Experimental

Para determinar las condiciones Optimas de operacion en la fermentacion
alcohdlica de mucilago de cacao CCN-51 se aplicé un disefio experimental completo 23,
es decir 3 variables (temperatura, pH y concentracién de levadura) y dos niveles
(méximo y minimo) como se resume en la tabla 6. El domino experimental se establecio
de acuerdo a la investigacion realizada por Macias & Saavedra (2017) basada en
investigaciones similares y recursos bibliograficos, en este estudio se optimizé las
variables, para la maxima produccion en el destilado de bioetanol, mientras que esta

investigacion lo hace para la concentracién real de bioetanol de cada experimento.

Tabla 6 Identificacion de variables y niveles para el disefio experimental.

. Valor
Factor Variable Minimo () Maximo (+)
Temperatura (°C) X1 25 35
pH (—og[H+]) X2 4 5
Concentraciéon de X 1 3

Levadura (g/L)
Fuente: (Macias & Saavedra, 2017)
Elaboracién: Autor

Se aplicé el disefio 22 ya que es bastante Util para las primeras fases de un
trabajo de investigacion, ya que conlleva realizar un nimero reducido de experimentos
con los cuales pueden estudiarse los efectos de las variables en el proceso.
(Montgomery, 1991)

De acuerdo a las condiciones presentadas para realizar un disefio experimental
23 se deben realizar 8 variantes de experimentos y un 9no con réplica que sera el valor
medio de los factores, tal como se detalla en la tabla 7. Extender la experimentacion del
disefio 22 aumentando niveles y variables traeria resultados mas aclaratorios pero no se

lo realiz6 debido a la limitante de recursos y tiempo dispuesto para esta investigacion.
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Tabla 7 Matriz de disefio experimental 23.

Experimento X1 X2 X3
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9 o] o] (o]

Fuente: (Macias & Saavedra, 2017)
Elaboracién: Autor

El orden de los experimentos se realiz6 aleatoriamente con la finalidad de no

confundir inintencionadamente los parametros de operacion. (Ferré, 2004)

La variable de salida que se analiz6 fue la concentracion de bioetanol (g/L)
producida durante el transcurso de la fermentacion alcohélica del mucilago de cacao,

esta variable fue determinada mediante el método de Winnick.
3.4.2. Cuantificacion del bioetanol

Se determiné el bioetanol durante el experimento, desde antes de inocular la
levadura hasta determinar cuando la produccion de bioetanol es estable durante al
menos 24 horas, es decir la produccion méaxima de bioetanol. La cuantificacion se realizo
con el método de Winnick o microdifusién segun se indica en la ilustracion 5, se realiz6
un pretratamiento a las muestras con el fin de aislar en lo posible la parte liquida que
contiene el bioetanol, de la biomasa, se centrifugd la muestra durante 15 minutos a 4000
rpm, del cual se extrajo 1 ml de sobrenadante, el cual se aforo a 100 ml con agua
destilada. Este ensayo se realizd por triplicado, durante las primeras 24 horas del
experimento, se tomaron muestras cada 6 horas, transcurrido este tiempo, se procedio
a tomar muestras cada 12 horas hasta obtener 3 muestras con valores constantes en

concentracion.
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Toma de muestra en tubos 7l
plasticos para centrifuga
. ) 15 min
Centrifugacion 2000 RPM
v
Extraccidon sobrenadante
L 1ml
liquido
v
Balén de aforo 100 mI —®»{ Dilucidn en agua destilada | 1:100
Agitacion
Limpieza y secado de cajas
bipetri
v v
Rotulado Medir y agregar 4 ml de Medir.y, agregar 2,m.l de |og4an
muestra Solucién Sulfocrémica
I
Medir y agregar 4 ml de L L
20 % P/V —>
6 P/ Solucién de Na2co3 Compartimiento B Compartimiento A
I I I
Sellar y hermetizar con
cinta aislante
Colocar en el secador 115°F
2h
Destapado
v
Medir y agregar 2 ml de 3N
solucién Kl
v
Agitacion con varilla de
vidrio
Agregar 3 gotas de
indicador almiddn soluble
Agitacion con varilla de
vidrio
Llenado de Bureta 25 ml I
+0,05 ml con Solucién de »  Titulacion con Na25203 0,1N
Na2s203 l
Lavado de cajas e
instrumentos

llustracién 5 Esquema de pretratameinto de muestra y determinacion de bioetanol por método
de Winnick.
Fuente: (Augusto & Mora, 2015)
Elaboracién: Autor

3.4.3. Determinacion de los efectos de las variables

Los efectos son valores numéricos que se consiguen a partir del analisis

estadistico del disefio experimental, para lograrlo se uso el software STATGRAPHICS®
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Centurion XVI, que nos da directamente todos los resultados correspondientes al

analisis del disefio experimental.
3.4.4. Determinacion de los parametros 6ptimos de operacion

Para determinar los pardmetros 6ptimos de operacion hay que tener en cuenta
el andlisis correspondiente de la matriz experimental, del cual obtendremos los efectos
de cada variable y nos permitird evaluar los parametros de operacién de mayor
rendimiento, en consecuencia a esto, los parametros 6ptimos de operacién dentro del
rango ya expuesto, seran los correspondientes a la temperatura, pH y concentracion de

levadura del experimento que dio la mayor concentracion maxima de bioetanol.
3.4.5. Descripcion del proceso de fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcohdlica se llevé a cabo en un biorreactor homogéneo de
tanque agitado de marca BiotronGX de 2,5 L de capacidad en el laboratorio de Energia
e Ingenieria de la Reaccion del Tecnolégico de la facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad de Cuenca. Se trabaj6é segun se indica en la ilustracion 6 de acuerdo a lo
establecido en el dominio del disefio experimental se operd con las 3 variables ya
citadas en el inciso 3.4.1 (matriz de disefio experimental); La duracién de cada
experimento se determind cuando después de 24 horas, no hubo variacion en la
concentracion de bioetanol y los grados Brix del mucilago, tomando en cuenta esto, los

experimentos tuvieron una duracion aproximada de 72 a 120 horas.

Se mantuvo constante la agitacion en un valor de 250 rpm. Esto debido a dos
razones: la primera es que de acuerdo a la bibliografia investigada es recomendado
trabajar en intervalos de 200 a 400 rpm (Ferreyra et al., 2012) y la segunda es debido
al pre experimento realizado, el cual nos demostré que aumentar de 250 rpm generaba
espuma en exceso, la cual requeria ser extraida manualmente, alterando el ambiente

controlado de la fermentacion.

El mucilago de cacao naturalmente contiene un nivel de azucares, que
deacuerdo a diversos factores propios de la planta, varia entre de 17 y 18 Brix (Quizhpi,
2016), debido a esto en caso de ser necesario siempre antes de iniciar la fermentacion
se estandarizo este valor en 17 Brix con el fin de no introducir otra variable al sistema.
Los Brix de mucilago obtenido nunca eran menores de 17 por lo que llegar a este valor

se agrego6 agua destilada.



o (YK @m" e

gjnbl[ﬂﬂi
El pH durante la fermentacion alcohdlica tiene a disminuir con el tiempo, razén
por la cual se necesitara de un regulador de pH, para este estudio se usé hidréxido de

sodio, NaOH 1N el cual se agregaba de acuerdo a la disminucién de pH a medida con
el electrodo integrado al biorreactor.

Establecer parametros

- Variables: Temperatura,
pH

- Fijos: rpm

Preparacion y llenado de envase
dosificador de regulador de pH
(NaOH 1N)

Set up del Biorreactor

A 4

Mucilago de Cacao —» Llenado del biorreactor 2L

A 4

Variable: concentracion de
Inoculacién de levadura  [¢— levadura
Pesar levadura

A 4

Condiciones de operacion
segln la matriz experimental

Fermentacién <

Pasé las 24 horas iniciales de
fermentacion

Toma de muestras cada 6
horas

N
h 4

Toma de muestras cada 12

’_’ horas

NO

dncentracion de etans
constante durante minimg
24 horas

S|

Finalizacién del
experimento

llustracién 6 Esquema de proceso de fermentacion alcohdlica.
Fuente: (Macias & Saavedra, 2017)
Elaboracién: Autor

3.5. METODO PARA CUANTIFICACION DE BIOETANOL PRODUCIDO

Para determinar la curva de produccién de bioetanol se evalud el contenido de
bioetanol mediante el método de Winnick a lo largo de la fermentacion alcohdlica en las
respectivas condiciones de operacion (Temperatura, pH y Concentracion de levadura),
con toma de muestras cada 6 horas durante las primeras 24 horas de experimentacion
y después de esto cada 12 horas hasta que se obtiene una concentracién de bioetanol
constante durante al menos 24 horas.
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3.5.1. Determinacion de bioetanol mediante método de Winnick o microdifusion

3.5.1.1 Técnica Utilizada

Microdifusion con cajas bipetri, esta técnica tiene el mismo fundamento y
procedimiento que la microdifusién con cAmaras Conway diferenciandose simplemente

por el dispositivo hermético usado para que se dé la microdifusion.
3.5.1.2 Fundamento

El fundamento parte de la reaccion de 6xido-reduccién, en este caso el bioetanol
es oxidado a acetaldehido, acido acético y agua. El i6n crémico de coloracién amarillo-
naranja se reduce cuantitativamente a ién cromoso de coloracién verde-azul, el mismo
que se podra determinar mediante técnicas de espectrofotometria o0 mediante

Yodometria. (Vela, Rodriguez, Hernandez, & Valdez, 2004)

Dentro de la caja bipetri herméticamente sellada la muestra libera el bioetanol
contenido, el cual se difunde hacia el compartimiento con el dicromato de potasio, es
decir el soluto volatil (bioetanol) tiende a pasar de la solucién a la atmésfera y, de ésta,
a disolverse en el solvente puro (dicromato de potasio), desplazando el soluto volatil en
su totalidad hasta reducir la tension de vapor en la caja a cero. El soluto volatil
reaccionara con el solvente en una nueva sustancia, gracias a esto el solvente puro en

exceso sera susceptible a la cuantificacion. (Augusto & Mora, 2015)

Una vez el bioetanol se ha transferido, este se oxidara en acido acético debido

a la presencia de la solucién de dicromato de potasio en acido sulfarico.
2K,Cr,0, + 8 H,S0, + C,HsOH — 2Cr,(S0,)5 + 11H,0 + 2K,50, + 3CH;COOH

Ecuacién 6 Reaccion Oxido-Reduccion método de Winnick

El exceso de dicromato que no ha reaccionado se debe cuantificar haciendo

reaccionar con yoduro de potasio, de esta manera se liberara yodo.
K,Cr,0, + 7 Hy,S0, + 6KI = 4K,S0, + 7TH,0 4+ Cry(S0,)s + 31,

Ecuaciéon 7 Reaccién de liberacion de Yodo

El yodo liberado se estimard con una solucion de tiosulfato de sodio y almidén

como indicador.
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31, + 6Na,S,0; —» 6Nal + 3Na,S,0,

Ecuacién 8 Reaccion de titulaciéon de Yodo liberado

Se debe utilizar una solucion de Carbonato de potasio junto con la muestra como

agente liberador de bioetanol, el cual no interfiere de manera alguna con las reacciones.
3.5.1.3 Caracteristicas del método

Este método no es especifico para etanol, ya que determina de igual manera a
sustancias oxidantes, lo que quiere decir que otros alcoholes como: metanol,
propanaldehido, 2- propanol, formaldehido, acetaldehido, alcohol amilico, octanol, éter
etilico y cualquier sustancia volatil en las condiciones del ensayo que se pueda oxidar
con el dicromato de potasio produce resultados que no reflejan el contenido real de
bioetanol en la muestra. Sin embargo en de acuerdo a investigaciones previas de la
fermentacion alcohdlica, es claro que la produccién de estos compuestos durante el
proceso es minima, reduciendo el error inducido por el método. Otros compuestos
volatiles como el cloroformo, benceno, tetracloruro de carbono, tricloroetileno no

producen falsos positivos. (Abril, 2014)

Para eliminar los falsos positivos resultantes de la composicion natural del
mucilago de cacao CCN-51 se realiza un blanco, el cual se tomara de una muestra de

mucilago al iniciar la fermentacion alcohdlica.

La mayor parte de las técnicas para cuantificar etanol suelen ser poco confiables,
debido a diversos factores entre ellos su elevado costo, sin embargo si se trabaja
respetando el procedimiento este método presenta confiabilidad y un costo reducido,
por lo que hace que este sea un excelente método para cuantificar el etanol en una

muestra problema de cualquier tipo. (Ramos & Martinez, 2014)
3.5.1.4 Condiciones ambientales requeridas

Debido a la volatilidad del bioetanol, cuando se prepare las cajas bipetri con los
respectivos reactivos para el ensayo se debera trabajar en un espacio cerrado donde
la temperatura no supere los 27 °C y la humedad relativa del ambiente debera ser como
maximo 80 %, de no seguir estas indicaciones se perdera exactitud en los resultados
obtenidos. (Augusto & Mora, 2015)
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3.5.1.5 Equipos y materiales

Tabla 8 Equipos y materiales Método de Winnick.

Equipos Materiales
Secador de temperatura y tiempo programable. Cajas bipetri (plastico o vidrio)
Balanza analitica Bureta 25 ml
Centrifuga 4000 RPM Pipetas de vidrio

Tubos de plastico para centrifuga
Varilla de vidrio
Balones de aforo
Vasos de precipitacién
Espatula
Cinta aislante
Frasco ambar

Fuente: (Abril, 2014)
Elaboracion: Autor

3.5.1.6 Procedimiento

Tomando en cuenta la concentracion de la muestra a analizar se deberé realizar
diluciones o no de la misma, esto se determind haciendo ensayos previos en los cuales
se variaba el factor de dilucién hasta encontrar un rango donde se asegure la oxidacion
total del bioetanol contenido en la muestra sin quedar exceso del mismo. Trabajando
con las proporciones detalladas en el procedimiento se comprobé que el rango de
deteccion varia entre 0-40 g/L, por lo tanto se aplico el siguiente procedimiento:

1. Rotulado de las cajas bipetri.

2. Colocar en el compartimiento A de la caja bipetri, 2 ml de solucién de
dicromato de potasio 0,4 N preparado en solucion de acido sulftrico 10 N.
Colocar en el compartimiento B de la caja bipetri, 4 ml de muestra.

Colocar en el compartimiento B de la caja bipetri, 4 ml de solucién de
carbonato de potasio 20 % p/v.

Cerrar herméticamente la caja bipetri.

Rotar suavemente la caja bipetri para distribuir los fluidos dentro de sus
respectivos compartimientos.

Dejar en reposo en el secador durante 2 horas a 50°C.

Transcurrido el tiempo de difusion observar la coloracion del compartimiento
A de la caja bipetri: Si el color es amarillo igual al de un control negativo, la
muestra se considera libre de bioetanol o con una cantidad medible, si el
color es azul, se debe repetir el andlisis utilizando diluciones de la muestra.
Si el color difiere hacia amarillo ocre, verde o verde azulado se debe proceder
con la titulacion.

9. Retirar cinta aislante y destapar las cajas bipetri.
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10. Agregar 2 ml de solucién de Kl 3N en el compartimiento A, se debe agitar
con una varilla de vidrio.
11. Agregar 3 gotas de la solucién indicadora de almidon soluble en el
compartimiento A.
12. Titular con solucién de tiosulfato de sodio 0,1 N, con agitacién hasta observar

el viraje de coloracién café a un nitido azul marino.

13. Registrar el volumen de tiosulfato de sodio.
Para un mejor entendimiento del proceso se adjuntaron fotografias (Anexo 14)

3.5.1.7 Recoleccidon y procesamiento de datos

De acuerdo a la estequiometria de la reaccion, la diferencia que hay entre el
volumen de tiosulfato de sodio gastado en blanco y la muestra problema multiplicado
por el factor 11,15 y por la normalidad del tiosulfato de sodio 0,1 N nos da como

resultado los mg de bioetanol en 1 ml de muestra. (Augusto & Mora, 2015)

Se calcula el contenido de bioetanol en la muestra con la siguiente ecuacion,

donde el resultado se expresa en g/L.

g): N*(Vb_Vm)

E = 11,51
tanol (L VM * 11,5

Ecuacion 9 Calculo de bioetanol en g/L

Nomenclatura:

N: Normalidad del tiosulfato.

Vb: Volumen de tiosulfato consumidos en la titulacién del blanco.
vm: Volumen de tiosulfato consumidos en la titulacién de la muestra.
VM: Volumen de la muestra.

11,51: Peso molecular del etanol / 4 (reaccion Redox)

3.6. DETERMINACION PARAMETROS DE LA ECUACION DE GOMPERTZ
MODIFICADO

Para realizar el modelado de la produccién de bioetanol se necesita primero las
concentraciones de bioetanol a través del tiempo de cada experimento, los mismos que
fueron obtenidos experimentalmente mediante el método de Winnick. Estos valores nos

serviran para determinar los parametros de la ecuacién de Gompertz modificado.



P = Pyax *exp {—exp [<M> * (6 —t) + 1]}

Pmax

Ecuacion 10 Ecuacién de Gompertz modificada

Nomenclatura:

P: Concentracién de bioetanol, g/L

Pmax: Concentracién méxima de bioetanol, g/L

lom: Velocidad méxima de produccién de bioetanol, g/L*h
t: Tiempo de fermentacion, h

t: Tiempo de Fase lag

exp(1): Numero de Euler

3.6.1. Determinacion del tiempo lag o tiempo de latencia

El valor del tiempo de latencia, t; es un parametro obtenido del estudio previo

realizado por Macias & Saavedra (2017)
3.6.2. Determinacién de produccion méxima de bioetanol

Utilizando los datos experimentales se obtuvo directamente el valor maximo de
concentracion de bioetanol, este parametro es tomado independientemente de tiempo

entre experimentos.
3.6.3. Determinacion de velocidad maxima de produccidon de bioetanol

Teniendo los valores de concentracién de bioetanol en cada experimento se
utilizé la rutina “Método de minimos cuadrados no lineales de Levenberg-Marquardt” la
cual fue programada en MATLAB R2014a, esta rutina tiene como objeto modelar la
ecuacion de Gompertz modificado y proporcionar el parametro rpm (velocidad maxima de

produccion de bioetanol) el cual es diferente para cada experimento.

Este pardmetro puede ser calculado experimentalmente sin realizar ajuste
alguno, para hacerlo se deberia medir la concentracién de bioetanol en intervalos de 10
min o cada hora como minimo, sin embargo lograr esto en la practica, con el método de
Winnick y con los recursos disponibles, no lo hace posible. Se intenté calcularlo con los
intervalos realizados pero la estimacion del parametro varia significativamente, por lo

gue se descart6 esta via.
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3.6.3.1 Rutina “Método de minimos cuadrados no lineales de Levenberg-
Marguardt”

clear all
cle
close all

b = []:

ub = []:

X0 = 5

load ('base.mat')

[x, resnorm, residual, exitflag, output] = lsgnonlin(@gompertz,x0
¥ = gompertzl (x);

plot (xdata, ydata(:,1), "o’

hold on

plot (xdata, ¥y, 'r')

RZ2 = 1-sum(residual.~2)/(length(xdata)-1) /var(ydata(:,1));
fprintf ('El valor de R2 es: %l1.4f\n\n',R2)

llustracién 7 Script de la rutina “Método de minimos cuadrados no lineales de Levenberg-
Marquardt” en MATLAB R2014a (ajuste_rpm.m).
Fuente: MATLAB R2014a.
Elaboracién: Autor.

functicn F = gompertz (rpm)
SUNTITLEDZ2 Summary of this function goes here

% Detailed explanation goes here
Pmax = 19.18333333;
tl = 2;

load('base.mat")
X = Pmax.* (exp({-exp(l+{({tl-xdaca) * (rpm* (exp({l)) )/ (Fmax))))) >
F =X - ydatar

llustracién 8 Script de la rutina “Método de minimos cuadrados no lineales de Levenberg-
Marquardt” en MATLAB R2014a (gompertz.m).
Fuente: MATLAB R2014a.
Elaboracion: Autor.

function ¥ = gompertzl (rpm)

($UNTITLED? Summary of this function goes here
% Detailed explanation goes here

tl = 2;

Pmax = 19.18333333;

load ('base.mat’

X = Pmax.* (exp(-exp(l+({(tl-xdata)* (rpm* (exp(l)) )/ (Pmax)))) )
end

llustracién 9 Script de la rutina “Método de minimos cuadrados no lineales de Levenberg-
Marquardt” en MATLAB R2014a (gompertz.m).
Fuente: MATLAB R2014a.
Elaboracion: Autor.
El método de minimos cuadrados no lineales de Levenberg-Marquardt se

encuentra detallado mediante un diagrama de flujo (Anexo 3).
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3.7. DETERMINACION DE COEFICIENTES DE CORRELACION

Una vez que se ha aplicado el modelo matematico de la ecuacion de Gompertz
modificado, se tendréa los valores modelados de concentracion de bioetanol en el tiempo,
por esto dentro de la misma rutina “Método de minimos cuadrados no lineales de
Levenberg-Marquardt” la cual fue programada en MATLAB R2014a, se incluyo6 el célculo
del valor conocido como coeficiente de correlacion o coeficiente de determinacion, que
estipula la correlacién existente entre los datos obtenidos mediante experimentacion y
modelado de la ecuaciéon de Gompertz modificado. El coeficiente de correlacion R? es
un valor cuyo principal uso es determinar la calidad del modelo para replicar los
resultados y la proporcion de variacion de resultados, es decir en que magnitud el
modelado matemaético se ha ajustado a la realidad. Por su definicion: 0>R?>1, donde el
valor de 1 significa un ajuste perfecto y el valor de 0 indica la no representatividad del
modelo. (Martinez Rodriguez, Cristina, & Lorenzo, 2005)

La interpretacion del valor de R? varia de estudio a estudio, para que en una
investigacion en particular se considere “alto” o “bajo”, “aceptable” o “inaceptable” dentro
del analisis estadistico este dependera del tipo de datos, los estandares esperados del
investigador y el R? calculada de estudios similares. Generalmente si un investigador
estima un R>0,75 significard que el modelo de regresién impuesto tiene un poder
explicativo mas bien fuerte, sin embargo en la gran mayoria de estudios se consigue
calcular valores de R?>0,95 por lo que R?=0,75 se consideraria un valor relativamente

bajo, por lo tanto dependera del estudio en si. (Keat & Young, 2004)
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CAPITULO 4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. OPTIMIZACION DE CONDICIONES DE OPERACION EN LA FERMENTACION
ALCOHOLICA

En la fermentacién alcohdlica se trabajé variando los parametros de operacion
ya establecidos con anterioridad; temperatura (X1), pH (X2) y concentracion de levadura
(X3), variables que fueron seleccionadas debido a su significancia en procesos
fermentativos, ademas de estas existen otras variables que afectan el proceso de la
fermentacion alcohdlica, como es el caso de la disponibilidad de nutrientes, factor que
no fue introducido como variable ya que se requiere evidenciar el consumo real de
sustrato propio del mucilago.

4.1.1. Resultados cuantificaciéon de concentracién de bioetanol en la muestra del
disefio experimental

Se realizé un disefio experimental 23 en el cual la variable respuesta fue la
concentracion de bioetanol, la cual fue cuantificada mediante el método de Winnick. En
la tabla 9 se muestran los resultados experimentales. Adicional a esto se calculd la
productividad de cada experimento usando la ecuaciéon 10 donde la concentraciéon de
bioetanol fue la maxima registrada y el tiempo de fermentacion fue el tiempo que le tomo

al proceso llegar a este punto.

Concentracion de bioetanol (g/L)

Productividad =
e Tiempo de fermentacion (h)

Ecuacion 11 Ecuacién para el calculo de la productividad del proceso fermentativo.



Tabla 9 Resultados de la concentracion maxima de bioetanol en los experimentos.

Parametros de operacion Concentra Tiempo Productivid
Experi Concentraci cion de concentracié ad del
Temperatur . . o

mento a°C pH 6n de bioetanol  n maximade proceso
levadura g/L (g/L) bioetanol (h) (g/L*h)

1 25 4 1 19,6629 70 0,2808

2 35 4 1 20,1425 50 0,4028

3 25 5 1 16,1140 30 0,5371

4 35 5 1 19,6629 47 0,4183

5 25 4 3 21,1016 80 0,2637

6 35 4 3 22,0608 34 0,6488

7 25 5 3 16,3058 96 0,1698

8 35 5 3 18,2241 44 0,4141
9-1* 30 4,5 2 19,1833 57 0,3365
9-2* 30 4,5 2 19,1833 46 0,4170

*Se realiz6 una réplica del experimento 9

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.
Los valores reportados son las concentraciones maximas de bioetanol durante

cada uno de los experimentos. El resultado de mayor magnitud fue el experimento 6 con
un valor de 22,0608 g/L.

Los resultados de concentracién maxima de bioetanol obtenidos se encuentran
dentro de un rango factible ya que en investigaciones similares como la realizada por
Zahed, Jouzani, Abbasalizadeh, Khodaiyan, & Tabatabaei (2016) se cuantifico un total
de bioetanol de 31,681 g/L, también en el estudio realizado por Pimpakan,
Yongmanitchai, & Limtong (2012) donde se cuantifico un maximo de 111,84 g/L. sin
embargo estos estudios se realizaron con otras materias primas con mayores

concentraciones de sustrato.
4.1.2. Analisis del disefio experimental

Se realiz6 el andlisis del disefio experimental usando el software

STATGRAPHICS® Centurion XVI| a continuacion se resumen los resultados.

4.1.2.1 Estadistico P

El primer resultado analizado fue el estadistico P, estos valores reportados en la
tabla 10 determinan el grado de significancia de cada efecto de las variables
independientes sobre el modelo, un efecto con un valor P inferior a 0,05 es
estadisticamente significativo para niveles de confianza del 95%. En esta investigacion

se reportaron 4 factores significativos.



Tabla 10 Valores del estadistico P.

Fuente P - Valor
A: Temperatura 0,0109
B: pH 0,0019
C: Concentracion de levadura 0,1820
AB 0,0425
AC 0,4148
BC 0,0325

Fuente: STATGRAPHICS® Centurion XVI.
Elaboracion: Autor.

4.1.2.2 Diagrama de Pareto

Los valores del estadistico P presentados en la tabla 10 se explican de mejor
manera con el diagrama de Pareto expuesto en la ilustracion 10.

B:pH 1+

A:Temperatura

BC

AB

C:Concentracion de levadura

AC

0 2 4 6 10 12
Efecto estandarizado

llustracién 10 Diagrama de Pareto de los efectos principales a un nivel de confianza del 95%.
Fuente: STATGRAPHICS® Centurion XVI.
Elaboracién: Autor.

Como se observa en la ilustracion 10, en el diagrama de Pareto se presenta cada
uno de los efectos estimados en orden decreciente de magnitud. Los valores que
sobrepasan la linea vertical son los que son estadisticamente significativos con un 95%
del nivel de confianza. Existen 4 efectos significativos, estos son: el pH, la temperatura,
la combinacion de pH-Concentracion de levadura y temperatura-pH, dejando como
insignificantes el efecto provocado por la concentracion de levadura y la combinacion

de temperatura-Concentracion de levadura.

Se puede verificar la significancia de estos efectos comparando con un estudio
similar realizado por Jacquez, Soto, Rutiaga, & Paez (2015), donde se analiza que
efectos son los que tienen mayor significancia en los procesos fermentativos para la

produccion de etanol a partir de lactosuero. En este trabajo se observa que los efectos
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estadisticamente significativos (nivel de confianza del 95%) en orden decreciente son:
Agitacion, pH, Tratamiento del inoculo y temperatura, mientras que los estadisticamente

insignificantes (nivel de confianza del 95%) en orden decreciente son: tipo de sustrato,

concentracion de inoculo y nitrégeno.

4.1.2.3 Coeficientes de relacion para la concentracion de bioetanol

Se obtuvo la ecuacion polinonial del disefio experimental que se ha ajustado a
los datos respecto a los resultados obtenidos. En donde los valores de las variables
estan en sus unidades originales: y: concentracion de bioetanol (g/L); Xi: temperatura

(°C); X2: pH y Xs: Concentracion de levadura (g/L).

y = 42,8076 — 0,676213 X; — 6,906 X, + 6,30652 X5 + 0,201425 X, X,
— 0,028775 X, X5 — 1,151 X,X;

Ecuacion 12 Ecuacién polinomial resultados concentracion de bioetanol

4.1.2.4 Interaccion entre variables

Tabla 11 Resultado de los efectos. Temperatura (X1), pH (X2), Concentracién de levadura

(X3).

Efecto Valor
Promedio BO 19,1641
X1 B1 1,7265
X2 B2 -3,1652
X3 B3 0,5275
X1* X2 B12 1,0071
X1* X3 B13 -0,2877
X2* X3 B23 -1,151

Fuente: STATGRAPHICS® Centurion XVI.
Elaboraciéon: Autor.

El valor promedio Bo = 19,1641 estipula la media de las variables respuesta,
dentro del analisis de la matriz nos indica el centro calculado del dominio, ya que el
centro experimental del dominio fue 19,1833 se indica que los valores calculados y

experimentados concuerdan por lo tanto el dominio experimental no debe ser alterado.

Para los efectos primarios el valor calculado de estos (Bi, B2y Bs) mide como
afecta cada variable directamente a la produccion de bioetanol. De acuerdo a los
resultados expresados en el andlisis la variable de mayor relevancia es el pH, con un
efecto negativo, es decir el rendimiento de la fermentacibn aumenta a medida que
disminuye el pH (de 5 a 4). Asimismo, variar la temperatura de 25°C a 35°C afecta

positivamente el rendimiento, pero en menor grado en comparacion con el pH. Estas



N -~

]

gfﬁ
dos afirmaciones concuerdan con la investigacion “Efecto de la temperatura y el pH en
la fermentacion del mosto de Agave cocui” realizada por Granadillo, Rodriguez,
Hernandez, & Moran (2014) donde se obtiene un mejor rendimiento en la produccién de
etanol cuando el pH disminuye de 5 a 3, siendo 4 el valor 6ptimo y la temperatura
aumenta, de 27 a 37°C, siendo 33°C el valor 6ptimo. En ultimo lugar, al aumentar la
concentracion de levadura de 1g/L a 3g/L se obtiene un mejor rendimiento sin embargo
este factor es el de mucho menor notabilidad, este aumento de rendimiento es validado
por el estudios realizado por Jacquez, Soto, Rutiaga, & Paez (2015) en donde se varia

la concentracion del inoculo de (1x10° a 1x107 cel./ml) y se consigue un efecto positivo

de esta variable aunque de menor efecto en comparacion a la temperatura y pH.

Para los efectos secundarios, en orden de significancia: cuando se combina pH
y concentracion de levadura el rendimiento aumenta positivamente, cuando se combina
temperatura y pH el rendimiento es afectado negativamente, finalmente cuando se
combina temperatura y concentracion de levadura el resultado es afectado

positivamente.
4.1.3. Parametros 6ptimos de operacién

Deacuerdo a los resultados de mayor concentracion de bioetanol y al andlisis
realizado en STATGRAPHICS® Centurion XVI se determindé que los parametros
optimos de operacién para la maxima produccion de bioetanol dentro de los rangos

establecidos en el domino experimental.

Tabla 12 Resultados de parametros éptimos para maximizar la produccién de bioetanol.

Factor Bajo Alto Optimo
Temperatura (°C) 25 35 35
pH 4 5 4
Concentracioén de levadura (g/L) 1 3 3

Fuente: STATGRAPHICS® Centurion XVI.
Elaboraciéon: Autor.

Los valores de estos factores coinciden al experimento 6 de la matriz
experimental donde se registra experimentalmente una maxima concentracion de
bioetanol de 22,0608 g/L.

Estos resultados son similares al estudio realizado por Granadillo, Rodriguez,
Hernandez, & Moran (2014). Donde se analiz6 el efecto del pH y la temperatura en la
fermentacion del mosto Agave cocui para la produccion artesanal del licor denominado
Cocuy Pecayero, para lo cual realizaron fermentaciones variando la temperatura (27 a

37 °C) manteniendo el pH constante, seguido a esto variando el pH (3 a 5) manteniendo
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constante la temperatura, concluyendo que a una temperatura de 33°C y un pH de 4 se
observé el mayor consumo de azucares y mayor produccion de etanol.

4.1.4. Analisis de resultados del experimento 6

En la tabla 13 se muestran los resultados de el volumen de titulante que se usé
para determinar la concentracion de bioetanol para cada punto obtenidos del
experimento 6 de la matriz experimental, para estos resultados se calculé el porcentaje

de error relativo con respecto al valor promedio usando el software Excel.

Tabla 13 Resultados obtenidos en la titulacion del método de Winnick para determinacién de
bioetanol en el experimento 6.

Volumen gastado de Porcentaje de error relativo
tiosulfato de sodio (ml) con respecto al valor
Muestra Tiempo (h) promedio (%)
Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
A B C A B C
Blanco 0,0 6,2 6,3 6,25 0,80 0,80 0,00
1 6,0 5,8 5,95 5,8 0,85 1,71 0,85
2 12,0 59 5,75 58 1,43 1,15 0,29
3 19,0 57 57 5,7 0,00 0,00 0,00
4 21,5 5,55 5,6 55 0,00 0,90 0,90
5 25,5 5,6 5,6 5,55 0,30 0,30 0,60
6 30,0 55 5,55 55 0,30 0,60 0,30
7 34,0 55 5,45 55 0,30 0,61 0,30
8 47,5 55 55 55 0,00 0,00 0,00
9 59,0 55 5,55 55 0,30 0,60 0,30

*Pardmetros de operacion. Experimento 6: temperatura (35°C), pH (4) y concentracién de
levadura (3 g/L).
Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

Debido a que se desconoce el valor real de cada medicion se realizara un
promedio entre los 3 valores reportados ensayo y se tomara este dato como valor real
en el respectivo punto. Tal como se expone en la tabla 13 el porcentaje de error relativo
no supera el valor del 2% por lo que todos y cada uno de los valores reportados en cada
muestra fueron tomados en cuenta para calcular un promedio del punto respectivo. De
acuerdo a este promedio se procedi6 a calcular el valor de la concentracion de bioetanol
en la muestra de acuerdo a la ecuacién 8 cuyos resultados se muestran en la tabla 14.
Adicional a esto y solo como dato de referencia se midi6é los grados Brix de la muestra

para corroborar el estado estacionario de produccion de bioetanol.
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Tabla 14 Resultados de la concentracion de bioetanol del experimento 6.

Promedio del volumen Concentracion de
Muestra Tiempo (h) gastado de tiosulfato bioetanol en la muestra Brix
de sodio (ml) (g/L)
Blanco 0,0 6,25 0 17,0
1 6,0 5,85 11,51 15,0
2 12,0 5,8166 12,4691 12,0
3 19,0 57 15,8262 10,0
4 21,5 5,55 20,1425 9,0
5 25,5 5,5833 19,1833 7.5
6 30,0 5,5166 21,1016 6,5
7 34,0 5,4833 22,0608 6,0
8 47,5 55 21,5812 6,0
9 59,0 5,5166 21,1016 6,0

Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.

Curva de produccion de bioetanol (Experimento 6 de la matriz experimental)
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llustracién 11 Produccién de bioetanol durante la fermentacion alcohdlica (Experimento 6 de la
matriz experimental).
Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

Los puntos en al grafica muestran notoriamente la tendencia de crecimiento de
produccion de bioetanol, sin embargo se observa que existen ligeras desviaciones de la
curva, esto se pudo dar debido a errores por parte del investigador en el procedimiento
del método de Winnick. Este experimento durd un total de 59 horas y se logroé llegar a
una concentracion maxima de bioetanol de 22,0608 g/L a la hora 34, después esto la

produccion de bioetanol ces6 por completo con una ligera tendencia a la baja
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(considerada despreciable) probablemente debido a la produccion de acido acético,
paralelo a esto se confirmé el estado estacionario con la estabilidad en los grados Brix

gue alcanzaron un valor minimo de 6. Se logré llegar a una concentraciébn méaxima de

bioetanol de 22,0608 g/L en la hora 34 del experimento.

4.2. MODELADO DE LA ECUACION DE GOMPERTZ MODIFICADO

Se aplicé el modelado de la ecuacién de Gompertz modificado a cada uno de los
experimentos de la matriz experimental. Para realizar el modelado matematico se utilizd
el software MATLAB R2014a en el cual se programé la rutina “Método de minimos
cuadrados no lineales de Levenberg-Marquardt” con el fin de ajustar los datos
experimentales a la ecuacion de Gompertz modificado, obtener el parametro rpm y el

coeficiente de correlacion de datos experimentales y modelados R2,

4.2.1. Curva ajustada con al modelo de la ecuacion de Gompertz modificado
Experimento 6

Tabla 15 Comparacién de resultados (experimentales — modelados) experimento 6.
Concentracién Concentracién de bioetanol en el

Muestra Tle(rr?)po de bioetanol en modelado de Gompertz
muestras (g/L) modificado (g/L)

Blanco 0,0 0 0,521647471

1 6,0 11,51 5,266421216

2 12,0 12,4691 12,75382134

3 19,0 15,8262 18,45255013

4 21,5 20,1425 19,57257881

5 25,5 19,1833 20,71253347

6 30,0 21,1016 21,39437223

7 34,0 22,0608 21,70707952

8 47,5 21,5812 22,01982606

9 59,0 21,1016 22,05432422

Elaboracion: Autor.
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llustracién 12 Resultados experimentales y modelado de la ecuacion de Gompertz modificado
experimento 6.
Elaboracién: Autor.
Como se observa en la ilustracion 12 la curva de datos experimentales tiene

puntos que se desvian de la tendencia, esto se pudo dar debido al nivel de precisién del
método de Winnick. Mientras que la curva de datos modelados presenta obviamente
una tendencia tipica de la ecuacién de Gompertz modificado. se observa ademas una
similitud entre ambas curvas, similitud que se evaluara con el calculo del coeficiente de
correlacion R2. Se realizé el modelado para todos los experimentos realizados, estos
resultados se encuentran en los Anexos (4-13).

4.2.2. Resultados velocidad maxima de produccién de bioetanol rpm (g/L*h)

Tabla 16 Resultados del valor ajustado de la velocidad maxima de produccién de bioetanol rpm.
Resultados Modelado MATLAB R2014a

Experimento rom (9/L*h)
1 0,4575
2 0,5162
3 0,7689
4 1,0369
5 0,5449
6 1,2928
7 0,4299
8 0,6371

9-1 0,6154
9-2 0,6787

Elaboracion: Autor.
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El valor ajustado de la velocidad maxima de produccion de bioetanol rpm €s un
parametro de la ecuacion de Gompertz modificado, que esta intimamente ligado a la
productividad del proceso fermentativo, como se ve en la tabla 16 alcanza un valor
maximo para el experimento 6ptimo. El valor de rpn alcanza valores mas altos cuando
se obtiene un valor mayor de concentracion de etanol en la fermentacion, por ejemplo

en el estudio realizado por Dodi¢ et al., (2012) para un concentracion maxima de etanol
de 73,31 g/L se calcula un rpm es de 4,39 g/L*h.

4.2.3. Resultados Coeficientes de correlacion

Tabla 17 Resultados del valor de R? en el modelado en MATLAB R2014a de la ecuacion de
Gompertz modificado.
Resultados Modelado MATLAB R2014a

Experimento R?
1 0,8816
2 0,9538
3 0,9323
4 0,9590
5 0,8011
6 0,8842
7 0,9457
8 0,9668
9-1 0,9798
9-2 0,9922

Elaboracion: Autor.

El valor del estadistico R? es independiente para cada experimento, los
resultados expuestos en la tabla 16 demuestran que los datos modelados se ajustaron
de buena manera al modelo de la ecuacién de Gompertz modificado (R*>0,8816),
excepto para el experimento 5 donde vemos un menor ajuste del modelado matematico
(R?= 0,8011), esto podria deberse a un error en el control del experimento o que el
modelo de la ecuacién de Gompertz no se ajusta de buena manera bajo estas

condiciones especificas de operacion.

En general se obtuvo un buen ajuste del modelo matematico de Gompertz
modificado, sin embargo ya que uno de los objetivos de esta investigacion es optimizar
la produccién de bioetanol, el experimento de mayor concentracion sera el 6ptimo, es
decir el experimento 6, en el cual se logré tener un buen ajuste de datos (R?=0,8842).
El valor obtenido de R? es corroborado por otros estudios donde se modela la ecuacion
de Gompertz para la produccion de etanol con diversas tipos de sustratos, estos
coeficientes son expuestos en la tabla 18. Comparando estos estudios con los datos

obtenidos en este trabajo de titulacion se observa que aunque los R? son mayores no
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existe una variacion significativa, por lo tanto es acertado decir que el modelo de

Gompertz modificado se ajusta a la produccién de bioetanol bajo las condiciones

Optimas de operacion.

Tabla 18 Valores de R? del modelado de la ecuacion de Gompertz modificado para la
produccion de etanol a partir de distintos sustratos.

Materia Valor de R2 modelado
prima de la ecuacion Referencia
utilizada Gompertz modificado Articulo . fg
-, bibliogréfica
parala para la produccion de
fermentacion etanol
Jugo de 0,9981 “Kinetic models for batch ethanol  (Phukoetphi
sorgo dulce production from sweet sorghum m et al.,
juice under normal and high 2017)
gravity fermentations: Logistic and
modified Gompertz models”
Jugo crudo 0,9910 “Kinetic modelling of batch (Dodic et al.,
de remolacha ethanol production from sugar 2012)
azucarera beet raw juice”
Cascarilla de 0,9957 “Continuous co-production of (Zahed et al.,
arroz ethanol and xylitol from rice straw 2016)
hidrolizada hydrolysate in a membrane
bioreactor"
Jugo diluido 0,9851 “Bioethanol production from sugar (Pimpakan et
de cafa de cane syrup by thermo-tolerant al., 2012)
azucar yeast, kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042, using fed-batch

and repeated-batch fermentation
in a nonsterile system”

Elaboraciéon: Autor.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

El mucilago de cacao CCN-51 representa una materia prima con un gran
potencial para la obtencion de bioetanol, puesto que, para la cantidad de azucares
reductores que contiene, tiene viabilidad en procesos fermentativos. Ademas de que se
encuentra de manera abundante en el Ecuador ya que es un residuo de la creciente

industria cacaotera.

La cuantificacion de bioetanol mediante el método de Winnick ofrece resultados

reproducibles y precisos en procesos fermentativos de mucilago de cacao CCN-51.

La aplicaciéon un disefio experimental completo 23 en este estudio, permiti6
establecer dos aspectos fundamentales: primero determinar el efecto que tiene cada
variable independiente (temperatura, pH y concentracion de levadura), y las
interacciones de estos pardmetros en la experimentacion; la segunda es la optimizacién
de pardametros de operacion en el proceso discontinuo de fermentacion del mucilago de
cacao CCN-51.

La productividad del proceso aumenta con: el descenso del pH (5-4), con el
incremento de temperatura de (25 — 35) °C y el incremento de la concentracion de
levadura de (1 — 3) g/L. Siendo los parametros 6ptimos de operacion los registrados en
el experimento 6: temperatura (35 °C), pH (4) y concentracion de levadura (3g/L) que
arrojan la concentracion maxima de bioetanol (22,0608 g/L) con una productividad del
proceso de 0,6488 g/L*h.

La rutina “Método de minimos cuadrados no lineales de Levenberg-Marquardt”
programada en MATLAB R2014a permitié ajustar el pardmetro de velocidad maxima de
produccion de bioetanol “rpm” de la ecuacion de Gompertz modificado el cual varia
deacuerdo a las condiciones de operacion, teniendo un valor de 1,2998 g/L*h para el

experimento optimo.
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Se desarroll6 con éxito el modelo de la ecuacion de Gompertz modificado para
la produccion de bioetanol en procesos fermentativos discontinuos a partir de mucilago
de cacao CCN-51 en las condiciones éptimas de operaciéon. Se obtuvo un buen ajuste
de los datos de concentracién de bioetanol (R?=0,8842).

El modelo matematico realizado partir de la ecuacion de Gompertz modificado
resulta util en fermentaciones discontinuas de mucilago de cacao CCN-51 con

Saccharomyces cerevisiae ya que describe la produccién de bioetanol en el tiempo.

5.2. RECOMENDACIONES

Con la finalidad de optimizar en mayor medida la productividad de la
fermentacion alcohdlica del mucilago de cacao CCN-51 se recomienda experimentar
con valores de pH cercanos al 6ptimo, debido que este factor es el de mayor influencia
en la fermentacion, adicional a esto se podria trabajar con rangos mas altos de
concentracion de levadura ya que se ha demostrado de acuerdo a fuentes externas que
en fermentaciones anaerobias no existe un limite de concentracién de levadura siempre

y cuando se disponga de sustrato en el medio.

Para incrementar el coeficiente de correlacion de los datos experimentales, se
recomienda cuantificar el bioetanol obtenido mediante métodos instrumentales, ya que
estos son mas precisos y exactos, ademas de depender en menor grado de la técnica

del investigador.

Con el objetivo de predecir de mejor manera la produccién de bioetanol es
preciso desarrollar el modelado del proceso con otros modelos matematicos y
comprobar su eficacia en procesos fermentativos discontinuos a partir de mucilago de
cacao CCN-51
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ANEXOS

Anexo 1 UblcaC|on geografica de la zona de cosecha de cacao CCN-51

Via a Zhucay, Ecuador
Latitud: -2 420278 | Longitud: -79.3175

\.M‘Y‘er

Fuente: Google maps
Elaboracion: Autor
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Anexo 2 Preparacion de reactivos.

Acido sulfarico H,SO4 (10 N)

H.SO, PM= 98
Peq=49
499 equivale a IN en 1000ml
4909 equivale a 10N en 1000ml
2459 equivale a 10N en 500ml

Riqueza acido sulfarico R = 98%

2459 de acido 100% de riqueza
X g de acido 98% de riqueza

250 g de acido en 500 ml para obtener una solucién 10 N

d=m/V > V =m/d densidad acido sulfurico d = 1,84g/ml
V= 250(g) de acido/ 1,84(g/ml)

V= 135,86 ml

Se debe medir 135,86 ml de acido sulftrico d=1,84g/mly R= 98% aforar en bal6n
de 500 ml con agua destilada para obtener una solucién 10 N. adicionar el H2S0O4 sobre

el agua lentamente.

Dicromato de potasio, K2Cr.0O7 (0,4N) en acido sulfurico H.SO4 (10 N)
K2Cr07 pm= 249,2

(Cr,0,)™2+ 14 HY + 6e~ - 2Cr*3 + 7H,0

Peq=PM/# de electrones

Peq= 249,2/6

Peqg= 49,03

49,039 equivale a IN en 1000ml
24,519 equivale a IN en 500ml

9,806g equivale a 0,4N en 500ml
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Se debe pesar 9,807 g de K2Cr.0O7, pulverizado y seco (estufa 100°C, 5 a 6

horas), disolver con H>SO4 (10 N) y aforar en un balén de 500 ml con el &cido.

Tiosulfato de sodio, Na»S:03 (0,1N)
N8.282035H20 PM= 248,2

Peq = 248,2
248,29 equivale a IN en 1000ml
24,829 equivale a 0,1N en 1000ml

Se debe pesar 24,818 g de Na»S.035H,0 y aforar en un balén de 1000 ml con
agua destilada. Es importante mantener estéril los materiales con los que entra en
contacto el tiosulfato ya que este se degrada por accién bacteriana a tiosulfito, como
medida de precaucion se puede agregar 1ml/L de solucion a preparar de alcohol amilico.

loduro de Potasio, KlI, (3N)

KI PM= 166
Peq =166
1669 equivale a IN en 1000ml
16,69 equivale a IN en 100ml
49,89 equivale a 3N en 100ml

Se debe pesar 49,8 g de yoduro de potasio, disolver y aforar en un balén de 100
ml. Se debe almacenar este reactivo en un frasco ambar. Este reactivo no se debe usar

si es que ha cambiado su coloracion.

Indicador de Almidén
Pesar 1 g de almidén soluble, disolver en agua destilada fria, verter el contenido

en 200 ml de agua destilada en ebullicién, agitar hasta obtener un liquido ligero y

translucido, dejar decantar y emplear Unicamente el liquido sobrenadante.



Anexo 3 Flujo grama método de minimos cuadrados no li

Ingresar ydata
(concentracion
bioetanol g/I*h)

Marquardt.
Datos experimentales
Ingresar xdata
(tiempo h)
I T |
Proceso

gompertzl.m

X = Ecuacién de
Gompertz <
modificado

Salida gompertzl.m

_’

— Base.mat

Ingresar Pmax

F— (concentracion méaxima

bioetanol g/I*h)

Ingresartl
(tiempo lag h)

Correr algoritmo

A

X =gompertzl(rpm)

Levenberg-Marquardt

rans ‘“‘@m”mnm

Proceso
gompertz.m

X = Ecuacion de
Gompertz
modificado

A 4

F=X-ydata

Salida gompertz.m

A

Gompertz = Factores de
célculo

F = gompertz(rpm) ¢

Datos concentracion de

bioetanol modelado

> Y = gompertz1(x)

neales de Levenberg—

v

Subrutina Calculo de R?

Curva datos
experimentales

f

Base.mat

Abrir archivo

Imprimir xdata, ydata

A 4

Curva datos
modelados

Imprimir xdata, y

[

Elaboraciéon: Autor.

llustracién 13 Flujograma método de minimos cuadrados no lineales de Levenberg-Marquardt.
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Anexo 4 Resultados experimentales y del modelado Experimento 1.

Tabla 19 Resultados experimento 1.

. Promedio de Concentracion Modelado de la
Tiempo . . .

Muestra (h) volumen gastado de bioetanol en Brix ecuacion de
de titulante (ml) la muestra (g/L) Gompertz (g/L)

Blanco 0,0 6,633 0 17,0 0,899339135

1 6,0 6,517 3,357083333 16,5 2,382286481

2 12,0 6,300 9,591666667 15,5 4,639416821

3 18,0 6,317 9,112083333 15 7,320175455

4 24,0 6,217 11,98958333 14,5 10,00080554

5 32,5 6,233 11,51 13,5 13,24756403

6 48,0 6,167 13,42833333 12,5 16,95508433

7 56,5 6,083 15,82625 11 18,03264874

8 70,5 5,967 19,18333333 10 18,97326318

9 80,5 5,950 19,66291667 9 19,29345876

10 95,5 5,967 19,18333333 7,5 19,51901753

11 104,5 5,967 19,18333333 7,5 19,58134587

Elaboracion: Autor.
25

Concentracién de bioetanol (g/L)

0e T T T T T

0 20 40 60 80 100

Tiempo (h)

—&— Tiempo (h) vs Concentracion Bioetanol (g/L) Datos Experimentales
—O— Tiempo (h) vs Concentracion Bioetanol (g/L) Datos Modelado MATLAB

llustracién 14 Resultados experimentales y modelado de la ecuacién de Gompertz modificado
experimento 1.
Elaboracién: Autor.

Tabla 20 Resultados modelado en MATLAB R2014a ecuacion de Gompertz modificado
experimento 1.
Resultados Modelado MATLAB R2014a

Parametro Valor Unidades
R2 0,8816 -
I'om 0,4575 g/(L*h)

Elaboracion: Autor.
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Anexo 5 Resultados experimentales y del modelado Experimento 2.

Tabla 21 Resultados del experimento 2.

. Promedio de Concentracion Modelado de la
Tiempo . . .

Muestra (h) volumen gastado de bioetanol en Brix ecuacion de
de titulante (ml) la muestra (g/L) Gompertz (g/L)

Blanco 0,0 6,317 0 17,0 0,885279185

1 6,0 6,267 1,43875 15 2,574505077

2 12,0 6,133 5,275416667 14 5,198995745

3 18,0 5,967 10,07125 13 8,257880639

4 24,0 6,050 7,673333333 11,5 11,19865755

5 30,0 5,833 13,90791667 10,5 13,68565469

6 44,5 5,650 19,18333333 7 17,49807054

7 54,0 5,617 20,1425 6 18,73180421

8 69,0 5,633 19,66291667 6 19,63465151

Elaboraciéon: Autor.

25

Concentracién de bioetanol (g/L)

O - T T T
0 20 40 60

Tiempo (h)

—e— Tiempo (h) vs Concentracion Bioetanol (g/L) Datos Experimentales
—O— Tiempo (h) vs Concentracion Bioetanol (g/L) Datos Modelado MATLAB

llustracién 15 Resultados experimentales y modelado de la ecuacion de Gompertz modificado.
Experimento 2.
Elaboracién: Autor.

Tabla 22 Resultados modelado en MATLAB R2014a ecuacion de Gompertz modificado
experimento 2.
Resultados Modelado MATLAB R2014a

Parametro Valor Unidades
R2 0,9538 -
Fom 0,5162 g/(L*h)

Elaboracion: Autor.
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Anexo 6 Resultados experimentales y del modelado Experimento 3.

Tabla 23 Resultados del experimento 3.

. Promedio de Concentracion Modelado de la
Tiempo . . .

Muestra (h) volumen gastado de bioetanol en Brix ecuacion de
de titulante (ml) la muestra (g/L) Gompertz (g/L)

Blanco 0,0 4,167 0 17,0 0,475368517

1 6,0 3,917 5,755 16,5 3,195413018

2 11,0 3,800 8,440666667 15 6,915691455

3 18,0 3,767 9,208 13,5 11,45578697

4 24,0 3,600 13,04466667 12,5 13,77709953

5 29,5 3,483 15,73033333 12,5 14,92320992

6 315 3,483 15,73033333 10 15,18729935

7 47,0 3,467 16,114 7,5 15,98668263

Elaboracién: Autor.
25

20 A

Concentracién de bioetanol (g/L)

O v T T T T
0 10 20 30 40

Tiempo (h)

—&— Tiempo (h) vs Concentracién Bioetanol (g/L) Datos Experimentales
—O— Tiempo (h) vs Concentracién Bioetanol (g/L) Datos Modelado MATLAB

llustracién 16 Resultados experimentales y modelado de la ecuacién de Gompertz modificado
experimento 3.
Elaboracién: Autor.

Tabla 24 Resultados modelado en MATLAB R2014a ecuacion de Gompertz modificado
experimento 3.
Resultados Modelado MATLAB R2014a

Parametro Valor Unidades
R2 0,9323 -
I'pm 0,7689 g/(L*h)

Elaboracion: Autor.
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Anexo 7 Resultados experimentales y del modelado Experimento 4.

Tabla 25 Resultados experimento 4.
Promedio de Concentracion

Modelado de la

Muestra Tlirr?)po volumen gastado de bioetanol en Brix ecuacion de
de titulante (ml) la muestra (g/L) Gompertz (g/L)
Blanco 0,0 6,300 0 17,0 0,526195093
1 6,0 6,050 7,19375 15,5 4,249045535
2 12,0 5,900 11,51 14 10,28305904
3 18,0 5,833 13,42833333 12,5 14,94613313
4 24,0 5,717 16,78541667 11,5 17,50839267
5 30,0 5,667 18,22416667 10 18,72069606
6 32,5 5,667 18,22416667 8 18,99962946
7 46,5 5,617 19,66291667 6 19,57243818
8 56,5 5,633 19,18333333 6 19,64130209
9 71,5 5,650 18,70375 6 19,66039832
Elaboracién: Autor.
25

Concentracién de bioetanol (g/L)

0 T T T
0 20 40 60

Tiempo (h)

—&— Tiempo (h) vs Concentracion Bioetanol (g/L) Datos Experimentales
—O— Tiempo (h) vs Concentracion Bioetanol (g/L) Datos Modelado MATLAB

llustracién 17 Resultados experimentales y modelado de la ecuacién de Gompertz modificado
experimento 4.
Elaboracién: Autor.

Tabla 26 Resultados modelado en MATLAB R2014a ecuacion de Gompertz modificado
experimento 4.
Resultados Modelado MATLAB R2014a

Parametro Valor Unidades
R2 0,959 -
Fom 1,0369 g/(L*h)

Elaboracion: Autor.
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Anexo 8 Resultados experimentales y del modelado Experimento 5.

Tabla 27 Resultados experimento 5.

. Promedio de Concentracion Modelado de la
Tiempo . . .

Muestra (h) volumen gastado de bioetanol en Brix ecuacion de
de titulante (ml) la muestra (g/L) Gompertz (g/L)

Blanco 0,0 6,300 0 17,0 0,924380829

1 6,0 6,117 5,275416667 16 2,708823069

2 12,0 5,950 10,07125 15 5,485522657

3 18,0 5,850 12,94875 14,5 8,716200692

4 24,0 5,833 13,42833333 13,5 11,81167512

5 30,0 5,833 13,42833333 12,5 14,41884062

6 31,7 5,850 12,94875 12 15,06774083

7 45,8 5,817 13,90791667 10,5 18,60242611

8 55,7 5,717 16,78541667 9,5 19,82361566

9 71,3 5,600 20,1425 7,5 20,6621604

10 79,7 5,567 21,10166667 6 20,85850727

11 96,0 5,567 21,10166667 6 21,02364403

Elaboracion: Autor.

25

Concentracion de bioetanol (g/L)

o 4 T T T T
0 20 40 60 80

Tiempo (h)

—&— Tiempo (h) vs Concentracion Bioetanol (g/L) Datos Experimentales
—O— Tiempo (h) vs Concentracién Bioetanol (g/L) Datos Modelado MATLAB

llustracién 18 Resultados experimentales y modelado de la ecuacién de Gompertz modificado
experimento 5.
Elaboracién: Autor.

Tabla 28 Resultados modelado en MATLAB R2014a ecuacion de Gompertz modificado
experimento 5.
Resultados Modelado MATLAB R2014a

Parametro Valor Unidades
R2 0,8011 -
Ipm 0,5449 g/(L*h)

Elaboraciéon: Autor.



Anexo 9 Resultados experimentales y del modelado Experimento 6.

Tabla 29 Resultados experimento 6.
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. Promedio de Concentracion Modelado de la
Tiempo . . .

Muestra (h) volumen gastado de bioetanol en Brix ecuacion de
de titulante (ml) la muestra (g/L) Gompertz (g/L)

Blanco 0,0 6,25 0 17,0 0,521647471

1 6,0 5,85 11,51 15,0 5,266421216

2 12,0 5,8166 12,4691 12,0 12,75382134

3 19,0 57 15,8262 10,0 18,45255013

4 215 5,55 20,1425 9,0 19,57257881

5 25,5 5,5833 19,1833 7,5 20,71253347

6 30,0 5,5166 21,1016 6,5 21,39437223

7 34,0 5,4833 22,0608 6,0 21,70707952

8 47,5 55 21,5812 6,0 22,01982606

9 59,0 5,5166 21,1016 6,0 22,05432422

Elaboracién: Autor.
25

Concentracion de bioetanol (g/L)
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Tiempo (h)

—&— Tiempo (h) vs Concentracion Bioetanol (g/L) Datos Experimentales
—O— Tiempo (h) vs Concentracion Bioetanol (g/L) Datos Modelado MATLAB

llustracién 19 Resultados experimentales y modelado de la ecuacién de Gompertz modificado

experimento 6.
Elaboracién: Autor.

Tabla 30 Resultados modelado en MATLAB R2014a ecuacion de Gompertz modificado

experimento 6.

Resultados Modelado MATLAB

Parametro Valor Unidades
R? 0,8842 -
Fom 1,2998 g/(L*h)

Elaboraciéon: Autor.
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Anexo 10 Resultados experimentales y del modelado Experimento 7.

Tabla 31 Resultados experimento 7.
Promedio de Concentracion

Modelado de la

Muestra T|e(:1)po volumen gastado de bioetanol en Brix ecuacion de
de titulante (ml) la muestra (g/L) Gompertz (g/L)
Blanco 0,0 6,317 0 17,0 0,707744295
1 6,0 6,133 5,275416667 15,0 2,118532181
2 12,0 6,100 6,234583333 14,0 4,322992365
3 18,0 6,100 6,234583333 13,0 6,875143608
4 24,0 6,050 7,673333333 12,0 9,297351098
5 32,8 5,867 12,94875 10,5 12,0786203
6 48,0 5,800 14,86708333 8 14,74523151
7 56,8 5,783 15,34666667 7,5 15,4527196
8 70,8 5,783 15,34666667 7,5 15,9876902
9 80,8 5,775 15,58645833 7 16,14967296
10 96,0 5,750 16,30583333 7 16,25331336
11 104,8 5,750 16,30583333 7 16,27775833
Elaboracién: Autor.
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llustracién 20 Resultados experimentales y modelado de la ecuacion de Gompertz modificado
experimento 7.
Elaboracién: Autor.

Tabla 32 Resultados modelado en MATLAB R2014a ecuacion de Gompertz modificado
experimento 7.
Resultados Modelado MATLAB R2014a

Parametro Valor Unidades
R2 0,9457 -
Fom 0,4299 g/(L*h)

Elaboraciéon: Autor.
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Anexo 11 Resultados experimentales y del modelado Experimento 8.

Tabla 33 Resultados experimento 8.
Promedio de Concentracion

Modelado de la

Muestra T|eano volumen gastado de bioetanol en Brix ecuacion de
(h) de titulante (ml) la muestra (g/L) Gompertz (g/L)

Blanco 0,0 6,267 0 17,0 0,680806681
1 6,0 6,150 3,357083333 14,0 2,840510059
2 12,0 6,017 7,19375 12,5 6,370691805
3 18,0 5,883 11,03041667 10,5 10,05868718
4 24,0 5,850 11,98958333 8,5 13,022704
5 30,0 5,767 14,3875 6,5 15,07030628
6 443 5,633 18,22416667 6 17,35835296
7 54,3 5,700 16,30583333 6 17,88438828
8 68,3 5,700 16,30583333 6 18,13370783

Elaboraciéon: Autor.
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Concentracién de bioetanol (g/L)

O T T T
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Tiempo (h)

—&— Tiempo (h) vs Concentracion Bioetanol (g/L) Datos Experimentales
—O— Tiempo (h) vs Concentracion Bioetanol (g/L) Datos Modelado MATLAB

llustracién 21 Resultados experimentales y modelado de la ecuacion de Gompertz modificado
experimento 8.
Elaboracién: Autor.

Tabla 34 Resultados modelado en MATLAB R2014a ecuacién de Gompertz modificado
experimento 8.
Resultados Modelado MATLAB

Parametro Valor Unidades
R2 0,9668 -
Fom 0,6371 g/(L*h)

Elaboracion: Autor.
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Anexo 12 Resultados experimentales y del modelado Experimento 9-1.

Tabla 35 Resultados experimento 9-1.

. Promedio de Concentracion Modelado de la
Tiempo . . L

Muestra (h) volumen gastado de bioetanol en Brix ecuacion de
de titulante (ml) la muestra (g/L) Gompertz (g/L)

Blanco 0,0 6,233 0 17,0 0,75414353

1 6,0 6,167 1,918333333 15,0 2,8185352

2 12,0 6,000 6,714166667 14,0 6,156528329

3 18,0 5,867 10,55083333 12,5 9,781760403

4 24,0 5,767 13,42833333 11,5 12,87005578

5 30,0 5,700 15,34666667 10,5 15,14252433

6 32,8 5,717 14,86708333 9,5 15,92580568

7 48,0 5,683 15,82625 7,5 18,2618485

8 56,8 5,567 19,18333333 6,5 18,74803738

9 72,0 5,567 19,18333333 6,5 19,06721452

10 80,8 5,583 18,70375 6,5 19,12910441

Elaboracién: Autor.
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llustracién 22 Resultados experimentales y modelado de la ecuaciéon de Gompertz modificado
experimento 9-1.
Elaboracién: Autor.

Tabla 36 Resultados modelado en MATLAB R2014a ecuacién de Gompertz modificado
experimento 9-1.
Resultados Modelado MATLAB R2014a

Parametro Valor Unidades
R2 0,9798 -
Fom 0,6154 g/(L*h)

Elaboraciéon: Autor.
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Anexo 13 Resultados experimentales y del modelado Experimento 9-2.

Tabla 37 Resultados experimento 9-2.

. Promedio de Concentracion Modelado de la
Tiempo . . L

Muestra (h) volumen gastado de bioetanol en Brix ecuacion de
de titulante (ml) la muestra (g/L) Gompertz (g/L)

Blanco 0,0 6,450 0 17,0 0,711213047

1 6,0 6,333 3,357083333 15,0 3,015729272

2 12,0 6,200 7,19375 14,0 6,787393023

3 18,0 6,100 10,07125 13 10,70390122

4 24,0 6,000 12,94875 11,5 13,82413939

5 31,0 5,850 17,265 10,5 16,23118906

6 46,0 5,783 19,18333333 8,5 18,44059009

7 55,0 5,783 19,18333333 7,5 18,86720646

8 70,0 5,783 19,18333333 7,5 19,10815751

9 79,0 5,783 19,18333333 7,5 19,15166309

Elaboracién: Autor.
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llustracién 23 Resultados experimentales y modelado de la ecuacion de Gompertz modificado
experimento 9-2.
Elaboracién: Autor.

Tabla 38 Resultados modelado en MATLAB R2014a ecuaciéon de Gompertz modificado
experimento 9-2.
Resultados Modelado MATLAB R2014a

Parametro Valor Unidades
R2 0,9922 -
rpm 0,6787 g/(L*h)

Elaboracion: Autor.



Anexo 14 Fotografias de la investigacion.

Lavado de mazorcas
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Cortado de mazorcas y extraccion de pepas

Ablandamiento en mezcladora de paletas
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Pasteurizacion de mucilago




Esterilizacion de envases plasticos

Evacuado y sellado de envases con mucilago




Birreactor BiotronGX en funcionamiento
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Centrifuga 4000 rpm
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Extraccion de sobrenadante




Dosificacion de reactivos en cajas bipetri




Cerrado hermético de la caja bipetri

Microdifusion en secador a 115°F
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Caja bipetri con muestra con adicion de Kl 3N e indicador
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Caja bipetri con muestra durante la titulacién
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Caja bipetri con muestra al final la titulacion
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