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RESUMEN

Ecuador se encuentra posicionado como primer exportador de cacao fino de aroma, representando mas del 62% de la produccién mundial de este fruto, lo que propicia una
abundante disponibilidad de residuos valorizables de esta planta. La composicién lignocelulésica de estos residuos les confiere la capacidad de ser procesados y
transformados a bioetanol. En esta investigacion, los residuos de cascaras, tallos y hojas de cacao fueron acondicionadas (secadas y pulverizadas) y sometidas a un proceso
de sacarificacion y fermentacion simultinea para la produccion de bioetanol de segunda generacion. La biomasa acondicionada fue sometida a un pretratamiento de
hidrélisis alcalina (NaOH al 3%) con explosion de vapor a 121°C por 90 min a 1 atm. La biomasa hidrolizada se sometié a un proceso de hidrélisis enzimatica empleando
la enzima celulasa de Aspergillus niger de Sigma Aldrich y se utilizd simultaneamente la levadura Safale S-04 para la fermentacion de los azicares a bioetanol. Las
muestras tratadas fueron filtradas y centrifugadas y el contenido de alcohol se cuantificé6 mediante cromatografia gaseosa. Las condiciones de sacarificacion y fermentacion
simultanea fueron optimizadas mediante un disefio factorial multinivel, empleando la metodologia de superficie de respuesta. El disefio incluyd nueve corridas base (todas
por triplicado), donde se evaluaron tres concentraciones enzimaticas (5, 15 y 25 FPU/g) para los cinco gramos de carga inicial de material sélido seco (MSS) y tres
temperaturas (27, 37 y 47°C). La maximiza produccién de bioetanol (0,00240 nL/g) se alcanzé con las condiciones éptimas de 23,5 FPU y 31,7 °C. Se realizd una Ultima
corrida empleando las condiciones 6ptimas para una mayor carga de biomasa (20 g), alcanzando una concentracién méaxima de bioetanol de segunda generacién de 0,11
mL/L.

Palabras claves: Lignocelulosa, sacarificacion y fermentacién simultanea, optimizacion, etanol de segunda generacion.
ABSTRACT

Ecuador is positioned as the first exporter of fine aroma cocoa, representing more than 62% of the world production of this fruit, which favors an abundant availability of
recoverable residues from this plant. The lignocellulosic composition of these residues gives them the ability to be processed and transformed into bioethanol. In this
research, cocoa shell, stem and leaf residues were conditioned (dried and powdered) and subjected to a simultaneous saccharification and fermentation process for the
production of second-generation bioethanol. The conditioned biomass was subjected to a pretreatment of alkaline hydrolysis (3% NaOH) with steam explosion at 121°C for
90 min at 1 atm. The hydrolyzed biomass was subjected to an enzymatic hydrolysis process using the cellulase enzyme from Aspergillus niger from Sigma Aldrich and
Safale S-04 yeast was used simultaneously for the fermentation of sugars to bioethanol. The treated samples were filtered and centrifuged and the alcohol content was
quantified by gas chromatography. Simultaneous saccharification and fermentation conditions were optimized through a multilevel factorial design, using the response
surface methodology. The design included nine base runs (all in triplicate), where three enzyme concentrations (5, 15 and 25 FPU/g) were evaluated for the five grams of
initial load of dry solid material (DSM) and three temperatures (27, 37 and 47°C). The maximum production of bioethanol (0.00240 uL/g) was reached with the optimal
conditions of 23.5 FPU and 31.7 °C. A final run was carried out using the optimal conditions for a higher biomass load (20 g), reaching a maximum concentration of
second-generation bioethanol of 0.11 mL/L.

Keywords: Lignocellulose, saccharification and simultaneous fermentation, optimization, second generation ethanol.
RESUMO

O Equador se posiciona como o primeiro exportador de cacau de aroma fino, representando mais de 62% da producdo mundial desta fruta, o que favorece uma
disponibilidade abundante de residuos recuperaveis desta planta. A composicdo lignocelul6sica desses residuos lhes confere a capacidade de serem processados e
transformados em bioetanol. Nesta pesquisa, residuos de casca, caule e folhas de cacau foram condicionados (secos e em p6) e submetidos a um processo simultaneo de
sacarificagéo e fermentacdo para a producdo de bioetanol de segunda geracdo. A biomassa condicionada foi submetida a um pré-tratamento de hidrélise alcalina (3%
NaOH) com exploséo de vapor a 121°C por 90 min a 1 atm. A biomassa hidrolisada foi submetida a um processo de hidrélise enzimética utilizando a enzima celulase de
Aspergillus niger da Sigma Aldrich e a levedura Safale S-04 foi utilizada simultaneamente para a fermentacdo dos aglcares a bioetanol. As amostras tratadas foram
filtradas e centrifugadas e o teor de &lcool foi quantificado por cromatografia gasosa. As condigdes simultaneas de sacarificacdo e fermentagdo foram otimizadas através de
um planejamento fatorial multinivel, utilizando a metodologia de superficie de resposta. O desenho incluiu nove corridas de base (todas em triplicata), onde foram
avaliadas trés concentracdes de enzimas (5, 15 e 25 FPU/g) para os cinco gramas de carga inicial de material sélido seco (DSM) e trés temperaturas (27, 37 e 47°C). A
produgdo maxima de bioetanol (0,00240 uL/g) foi alcangada com as condigdes 6timas de 23,5 FPU e 31,7 °C. Uma corrida final foi realizada utilizando as condigdes ideais
para uma maior carga de biomassa (20 g), atingindo uma concentracdo méaxima de bioetanol de segunda geragdo de 0,11 mL/L.

Palavras-chave: Lignocelulose, sacarificagdo e fermentagao simultanea, otimizagéo, etanol de segunda geragao.
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1. INTRODUCCION

La bioenergia obtenida de biomasas renovables resalta entre las alternativas mas atractivas
para la preservacion de fuentes energéticas no renovables, lo que permite disminuir la dependencia
en carbono fosil, incrementar la seguridad energética y promover el desarrollo sostenible regional
(Ledn, 2020). Las bioenergias permiten reducir la emision de gases de efecto invernadero (GEI), los
cuales son considerados responsables del cambio climatico, presiones sobre la seguridad
alimentaria, contaminacion de aguas, polucion de aire y consecuentemente toxicidad para seres
vivos (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2021). Actualmente el empleo de biomasas
lignocelulosicas constituye una de las opciones mas viables en la produccién de biocombustibles de
segunda generacion (bioetanol) ya que, no compite con la provision de alimentos, se encuentra en
altas cantidades a bajos costos, rapidos ciclos de regeneracion y no requieren cambios en el uso de
tierra (Meléndez et al., 2021).

Son multiples los beneficios del uso del bioetanol como aditivo sobre la gasolina
convencional, entre los cuales resaltan (i) reduccion de las emisiones de CO; y compuestos
aromaticos de origen fosil (Gupta & Verma, 2015), (ii) es facilmente adaptable a los sistemas
logisticos de distribucion de combustibles (Zabed et al., 2017), (iii) mejora el octanaje de la mezcla
combustible y de su relacién de compresion, y (iv) aumenta la potencia de salida del motor de
combustion interna, debido a una mayor eficiencia volumétrica como resultado de un calor de
vaporizacién superior. Por estas razones, el bioetanol obtenido a partir de residuos agricolas
constituye un vector de segunda generacion promisorio para la movilidad sostenible (Escobar et al.,
2009).

La industria del cacao en el Ecuador tiene como actividad principal la elaboracion de
chocolate y sus derivados, los cuales se extraen especificamente de la semilla, que representa
apenas el 10% del peso del fruto seco (Siglienza et al., 2020). Por lo tanto, la industrializacion de
este fruto, genera una proporcion alta de desechos de cascaras, ademas de los tallos y hojas que se
desechan en campo, constituyendo un residuo voluminoso pobremente estudiado (Castillo et al.,
2018). La escasez de estudios que evallen la conversion de los residuos de cacao en bioetanol
puede deberse a que contiene un considerable porcentaje de lignina (45,39%) en relacion a su
contenido celulosa (27,04%) y hemicelulosa (2,97%) (Herrera et al., 2020), lo que complica su
aprovechamiento ya que, la lignina es un material recalcitrante de dificil degradacion.

El proceso de produccion de bioetanol a partir de biomasa lignocelul6sica conlleva varias
etapas: (i) pretratamiento de celulosa y hemicelulosa, (ii) hidrélisis &cida o enzimatica de
polisacaridos en azUcares simples, (iii) fermentacion microbiana de los azlcares simples (hexosas y
pentosas) a etanol, y (iv) separacion y concentracion de etanol (Busic et al., 2018). Sin embargo,
como estrategia de reduccion de tiempo y requerimientos energéticos, los sistemas de produccion de
etanol de segunda generacion implementan procesos de sacarificacion y fermentacion simultaneas
(SFS), ya que ofrecen mayores ventajas frente a procesos de hidrélisis y fermentacion separadas
(SHF) (Castafio & Mejia, 2008). Entre estas ventajas podemos resaltar que los procesos SFS
reducen la inhibicion de la enzima por sustrato (Sassner et al., 2006), tienen menores costos (Zhu et
al., 2005), presentan mayores conversiones globales de etanol (Alkasrawi et al., 2003), y requieren
menores tiempos de produccién (Liu et al., 2017), en comparacién con los sistemas SHF.

Aunqgue actualmente varios estudios han evaluado la obtencion de bioetanol a partir de
distintas materias y biomasas lignocelul6sicas, como la cascara de pifia (Patifio & Torres, 2021),
cascarilla de arroz (Vasquez, 2019), cascara de platano (Zola & Barranzuela, 2017), entre otros, es
necesario recalcar que muy pocos estudios han investigado el aprovechamiento de los residuos
lignocelulosicos que se generan del procesamiento del cacao (cascaras, hojas y tallos) (Loayza,
2020).

En esta investigacion se busca determinar las condiciones éptimas para alcanzar el
rendimiento maximo de obtencion de etanol de segunda generacién utilizando el método de

Sapienza: International Journal of Interdisciplinary Studies | Vol. 3| n. 7| Out - Dez | 2022 | e-ISSN: 2675-9780



Recebido: 12/09/2022 -
Aceito: 14/10/2022 .1 en=Za (@) BY-NC-ND |
I

Disponivel: 15/10/2022 nternational Journal of Interdisciplinary Studies https://doi.org/10.51798/sijis.v3i7.510
ISSN: 2675-9780 62

sacarificacion y fermentacion simultanea de una mezcla de residuos lignocelulésicos generados del
procesamiento del cacao.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Estandarizacion y pretratamiento

La biomasa empleada para la produccion de bioetanol consistio en una mezcla de hojas,
tallos y cascaras de cacao, en proporciones iguales, obtenidas de la parroquia Abdon Calderon del
cantdon Portoviejo. Las diferentes partes que conforman la biomasa (hojas, tallos y céascara) se
trataron y estandarizaron por separado, para lo cual pasaron por un proceso de eliminacion de
impurezas y materiales particulados, seguido de un secado a 70°C por 24 h. La granulometria de
cada biomasa fue estandarizada con la ayuda de un pulverizador eléctrico y un tamiz hasta un
didmetro de 1 mm, seguin lo descrito por Mayoral (2019).

La biomasa estandarizada fue mezclada como se describe en el parrafo anterior y, la mezcla
fue sometida a un pretratamiento mediante hidrdlisis alcalina con una solucién de NaOH (3%), en
una relacion 1:6 (m/v), y sometida a un tratamiento de explosion de vapor con la ayuda de un
autoclave (Biobase) a 121°C y 1 atm de presion, durante 90 min (Monroy et al., 2021). El
hidrolizado (alcalino) se filtrd para separar las fases liquida y solida, las cuales fueron almacenadas
y refrigeradas (+4°C) hasta su posterior uso en el proceso de SFS.

2.2 Determinacion de aztcares reductores

Los azUcares reductores (AzR) se midieron antes del proceso de hidroélisis basica y después
del mismo, la determinacion se realizd por el método del acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)
propuesto por Miller (1959). Se preparé inicialmente el reactivo DNS, para posteriormente elaborar
una curva de calibracion de glucosa con diferentes concentraciones. La reaccion para evaluar los
AzR se inicia cuando se agrega 0,5 mL de la muestra hidrolizada con 0,5 mL de reactivo DNS en
tubos de ensayo, dicha mezcla fue sometida a un bafio termostatico en una placa calefactora
(Thermo) durante cinco minutos a 90°C. Los tubos de ensayo fueron enfriados en agua a
temperatura ambiente durante cinco minutos, luego de ese tiempo se afiadieron cinco mililitros de
agua destilada y se finalizd con la lectura en el espectrofotémetro GENESYS 180 UV-VIS (Thermo
Scientific) a 540 nm (Montafiez, 2020).

2.3 Sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS)

La sacarificacion y fermentacién simultanea consistio en una hidrolisis enzimatica
empleando celulasa de Aspergillus Niger (Sigma Aldrich, CAS: 9012-54-8) junto con levadura
Safale S-04 de Lesaffre (Fermentis, 2022) para la fermentacion alcohdlica. La levadura y la enzima
fueron agregadas al biorreactor junto con la biomasa pre tratada al inicio del proceso SFS. Se
evaluaron tres temperaturas (T1=27°C, T2=37°C y T3=47 °C) y tres concentraciones de celulasa
(C1=5 FPU/g, C2=15 FPU/g y C3=25 FPU/g), para los cinco gramos de carga inicial de material
solido seco (MSS) y 50 mL de agua destilada, a un pH inicial de 5,0 (ajustado con HCI al 1N),
parametro que se mantuvo constante durante todo el proceso. La dosificacion de celulasa se realizo
por célculo estequiométrico (0,7mg/gMSS) diluida en buffer acetato de sodio (pH 5,2) en una
relacion 1:14 (m/v), segun indicaciones del proveedor (Merck, s.f.) mientras que la levadura se
empled en una relacion de 12:20 (g levadura/L hidrolizado) (Cocinista, 2022). EIl proceso de SFS
fue ejecutado en un shaker (New Brunswick Scientific Excella E24) a 150 rpm por un tiempo de
cinco dias, segun el método reportado por Murcia et al. (2020). Durante el periodo de SFS, se
tomaron muestras de un mililitro por dia para determinar la concentracion de etanol.

2.4 Determinacion de la concentracion de etanol

El analisis cuantitativo de etanol (mL/L) en la muestra se realizé siguiendo el metodo
modificado de Mansur et al., (2021), en un cromatégrafo de gases TRACE 1310 (Thermo Scientific)
con una Columna TR-FAME (Thermo Scientific) [pelicula de 30 m (L) x 0,25 mm (DI) x 0,25 um
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espesor] como fase estacionaria. Cada muestra (0.1 pL) se inyectd en modo dividido con una
relacion de division de 13:1. El flujo de gases y las velocidades se mantuvieron de la siguiente
manera: gas portador (helio, 10 mL/min), hidrégeno (30 mL/min) y aire (300 mL/min). En el
inyector y el detector las temperaturas se mantuvieron a 180 y 250 °C, respectivamente. Para
realizar la curva de calibracion, se prepard una solucion de etanol y otra de metanol (1,0 mg/mL),
mezclando un mililitro de etanol/metanol absoluto en nueve mililitros de agua destilada, muestras
que fueron almacenadas en viales transparentes, completamente cerradas y colocadas en el
cromatdgrafo para su medicién, el tiempo total de ejecucion por muestra fue de siete minutos.
Luego de realizada la curva patrén, se procedio a centrifugar las muestras provenientes del proceso
SFS e inyectadas a los viales para su medicion. El rendimiento de etanol (en ulL/g) fue calculado
segun la concentracion de etanol por gramo de MSS.

2.5 Disefio y analisis experimental

Para la optimizacién del proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea se emple6 un
disefio factorial multinivel 23, en donde las variables independientes fueron temperatura (T) y carga
enzimatica (C) evaluadas en tres niveles. Mientras que la variable respuesta correspondi6 al
rendimiento de etanol (pL/g), todos los ensayos fueron realizados por triplicado. Para el analisis de
estadistico se utilizo el software STATGRAPHICS Centurion XVI, con el cual se establecieron el
efecto y relacion de las variables, asi como la determinacién de los niveles 6ptimos de las variables
evaluadas. En el caso de la validacion del optimo se utiliz6 la misma metodologia descrita en el
apartado 2.3, con la diferencia de que se utilizé 20 gramos de MSS en un volumen de 277 mL a pH
5, prueba realizada por triplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1 Sacarificacion y fermentacion simultanea

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos tanto para la hidrélisis basica como para
la sacarificacion y fermentacion simultanea.

Tabla 1. Resultados de la hidrdlisis basica y la SFS.

Hidrolisis Basica SFS
Tratamiento Ilr\1/i|§iil Sélido Liquido (”;\SEO) Hi d'ycl)lsiia do SFéiIri]S!) LFl'iqnuaiId Rendingli\ir;tso) Etanol
(MSS) 0
C1T1 2289  8L,7ml  0,0010 +0,0003 pL/g
c2T1 2859  80,7ml  0,0010 +0,0001 pL/g
C3T1 293g  8L,6ml  0,0016 +0,0011 pL/g
ciT2 236g  848ml  0,0000 +0,0000 pL/g
C2T2 1040 g 5399*21 6.7 L 27322’_30 50g 2959  853ml  0,0012 +0,0014 /g
Cc3T2 2789  850ml  0,0016 +0,0006 pL/g
C1T3 2049  893ml 0,004 +0,0002 pL/g
Cc2T3 2509  91,0ml  0,0010 +0,0110 pL/g
C3T3 3,909 86,6 ml 0,0011 £ 0,0002 pL/g

T1=27°C, T2=37°C, T3=47°C, C1=5 FPU, C2=15 FPU y C3=25 FPU
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En la tabla 1 se observa que durante el pretratamiento basico (NaOH) se pierde el 48,2% de
MSS y se obtiene un volumen de 6.7 L (licor negro), en este Gltimo se determin6 una concentracion
de AzR de 27987.30 mg/L. Cabe mencionar que dichos azlcares se pierden, debido a que este
liguido normalmente en la industria es descartado, porque se generan algunos subproductos que
pueden resultar toxicos para los microorganismos como la presencia de furfural,
hidroximetilfurfural, acido acético y compuestos fenolicos entre otros, los cuales producen
reacciones de degradacién de azlcares (Chandler et al., 2012). En esta investigacion tampoco se
considero esta fraccion.

El mayor rendimiento de etanol en el proceso SFS se observo en el tratamiento C3T2,
alcanzando una produccién de 0,0016 pL/g. Este resultado es mucho menor al reportado por
Castillo (2016) quien en condiciones similares indica un valor de 70-75 pL/g, para bioetanol
obtenido a partir de raquis de palma y bagazo de cafia de azUcar, en un proceso a escala piloto (9000
L). ElI menor rendimiento observado en este trabajo en comparacion con Castillo (2016) puede
deberse a la composicion inicial de la materia prima, puesto que el contenido de lignina representa
el 45,9% en la biomasa de cacao, mientras que constituye solamente el 20,7% en el raquis de palma
y 19,9% en bagazo de cafia de azUcar, el cual esté caracterizado por un alto contenido de azlcares
reductores (0,98252 g/L sin pretratar) remanentes del procesamiento de la cafia de azlcar
(Dominguez et al., 2011). De manera similar, Patifio & Torres (2021) reportaron una produccién de
bioetanol superior a la observada en este estudio, empleando desechos de pifia, con un rendimiento
de 3,48 kg/L. Es importante aclarar que el mayor rendimiento observado por Patifio & Torres
(2021) se obtuvo empleando un pre tratamiento hidrotermal en lugar de una hidroélisis alcalina. El
tratamiento hidrotermal consiste en la extraccion con agua caliente de la hemicelulosa de la biomasa
(Aguilera, 2020), y puede mejorar el rendimiento de etanol porque libera la mayor cantidad de
azUcares reductores totales.

La importancia de la seleccidn del pretratamiento queda resaltada también en el estudio de
Fernando et al. (2018), donde se evaluaron los procesos de pasteurizacion, esterilizacion e hidrolisis
acida como pretratamientos para la produccion de bioetanol de desechos de platano, alcanzando
rendimientos de 34,1 g/L, 64,2 g/L, y 55,1 g/L, para cada pretratamiento, respectivamente.

3.2 Cinética de formacidn de etanol lignocelulésico

En la figura 1 se muestra la cinética de formacion del bioetanol lignocelulésico en un
periodo de cinco dias de SFS. Se observa un incremento de etanol en el primer dia, seguido por un
periodo de estabilidad del primer al cuarto dia para la temperatura 27°C y en el quinto dia hay un
incremento de etanol con 15 y 25 FPU, mientras que con 5 FPU sigue siendo estable. En la
temperatura de 37°C se observa la produccion de etanol en el cuarto dia, mientras que para 47°C
desde el primer dia hay un incremento de produccion de etanol. Realmente no se observa un
periodo de estabilizacion de la produccion de etanol, el Gnico grafico que muestra algo parecido es
el de 47°C a 15 FPU. Ademas, se observa que en la temperatura 37°C con 5 FPU no se alcanza una
concentracion detectable de etanol, esto pudo deberse a que necesitaba seguir fermentando.
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Figura 1. Produccion de etanol durante el proceso SFS. a) 27°C, b) 37°C, c¢) 47°C.

De manera opuesta, Loayza (2020) identifico la mayor produccion de etanol a partir de la
cascara de cacao a una temperatura 25°C por un tiempo de tres dias, reportando que transcurridos
los tres dias la produccion de etanol baja significativamente. Por otro lado, Delgado et al. (2018)
reportan que a una temperatura de 35°C y en un tiempo menor de 3 dias (34.5 h) la concentracién de
etanol alcanza su maximo valor 22,06 g/L para el mucilago del cacao. El rendimiento méximo y la
cinética de produccion de etanol observada en este estudio refleja resultados que difieren a lo
reportado por otros autores. Esto podria deberse a las diferencias existentes entre los estudios en
cuanto a pardmetros criticos del proceso, como la concentracion de levadura y enzima,
concentracion inicial de azlcares reductores, valores de pH inicial, diferentes biomasas
lignocelulosicas, entre otros.

En la experimentacion de Sinche et al., (2022), por ejemplo, para la SFS de la cascara de
Jatropha curcas, otra biomasa lignoceluldsica de interés actual, se reporta una mayor concentracion
de bioetanol a las 24 h, para un proceso llevado a cabo en condiciones de 36°C y 15 FPU/g,
empleando un un coctel enzimatico de Cellic CTec2, que difiere al empleado en este estudio y es
considerado ideal para el tratamiento de biomasa lignoceluldsica ya que estan enriquecidos con
celulasa y hemicelulasa, que permite la hidrolisis de la biomasa a cadenas de carbono C6 (i.e.,
glucosa) y C5 (i.e., xilosa), a diferencia de la enzima utilizada en este trabajo, que es Unicamente
celulasa.

3.3 Optimizacion del proceso SFS

(uL/9)

ETANOL

Etanol (uL/g) = 0,00143 - 0,00012*(31,7°C) + 0,00046*(23,5 FPU) - 0,00017*(31,7°C)?- 0,00004%(31,7°C)
*(23,5 FPU) - 0,00028*(23,5 FPU)2

Figura 2. Superficie de respuesta para condiciones dptimas de obtencidn de etanol.

La grafica de superficie de respuesta (Figura 2) permite evaluar la interaccién existente entre
la temperatura y concentracion enzimatica del proceso, a la vez que revela el nivel 6ptimo de dichas
variables que permite maximizar el rendimiento de bioetanol (variable respuesta). La tabla 2
muestra las condiciones de temperatura y concentracion de enzima para alcanzar el valor optimo de
rendimiento de etanol.
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Tabla 2. Condiciones de temperatura y carga enzimética que permiten optimizar el rendimiento de

etanol
Niveles Concentracion
Variable maxima de
Bajo Alto Optimo etanol
Temperatura 27°C 47°C 31,7°C
0,00166 uL/g
MSS

Concentracion enzimatica 5 FPU/g 25 FPU/g 23,5 FPU/g

Los resultados del disefio experimental indican que las condiciones adecuadas para alcanzar
un rendimiento méximo de etanol teérico de 0,00166 uL/g MSS se dan a una temperatura de 31,7
°C y a una concentracion enzimatica de 23,5 FPU/g MSS. Estas condiciones son similares a las
reportadas por Garcia & Garza, (2016) para bioetanol generado de raquis de maiz en procesos SFS,
quienes indican una concentracion maxima de 0,027 puL/g MSS a una temperatura de 38°C y carga
enzimatica de 20 FPU/g. Los resultados de rendimiento de etanol observados en la literatura se
deben a la eficiencia del pre tratamiento (alcalino), el cual puede condicionar de manera directa el
rendimiento del proceso SFS. Por otro lado, los complejos enziméticos que utilizan varios autores,
como Celluclast® (Garcia & Garza, 2016), Cellic CTec2 (Sinche et al., 2022), entre otras; marca
notables diferencias en cuanto a los rendimientos de azlcares reductores, debido a que estos
complejos enzimaticos estan disefiados para hidrolizar celulosa y hemicelulosa a la vez y con mayor
grado de eficiencia que la celulasa pura. A pesar que en esta investigacion no se evaluaron los AzR
directamente durante SFS, la eficiencia del proceso enzimético se ve marcada en el rendimiento de
etanol obtenido.

Los resultados obtenidos en el trabajo de Monsalve et al. (2006) para las cascaras de banano
mostraron una concentracion de etanol de 0,1 g/L a 30°C por 72 horas, cabe mencionar que en este
altimo se utilizé la bacteria Zymomonas mobilis como agente bioldgico. Estudios mostrados por
Montarfiez et al. (2011) indican que una mayor tolerancia y produccion de bioetanol por Zymomonas
mobilis se debe a la composicién de acidos grasos que presenta la membrana celular de este
microorganismo, dichos acidos grasos contrarrestan los efectos adversos del bioetanol sobre la
membrana celular. Por otro lado, una menor produccion de bioetanol por la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Safale S-04) utilizada en este trabajo, se atribuye al efecto tdxico que
tiene el alcohol sobre la membrana celular de este microorganismo.

3.4 Validacion del proceso optimizado

0,0030 4

0,0025 S - Valor
# | (0.00240003) plig experimental

0,0020
b4 0,00166 pl'g Valor tedrico

0,0015 T L -

0,0010 4

0,0005 4

Concentracién de etanol (uL/g)

0,0000 L

T T T T T T
] 1 2 3 4 5

Tiempo de fermentacién (dias)

Figura 3. Concentracion de etanol vs. tiempo de fermentacion. Valores dptimos.
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En la figura 3 se muestra la grafica de la concentracion de etanol obtenida a través del
tiempo en el proceso SFS realizado con las condiciones descritas en el proceso de optimizacion. El
proceso optimizado presentd un rendimiento de 0,00240 pL/g £ 0,0003 pL/g frente a 0,00166 ulL/g
valor tedrico. Podemos observar que el valor experimental obtenido en esta investigacion es
superior al valor tedrico esperado, lo que permite concluir que con el método SFS empleado en este
estudio se puede obtener bioetanol de segunda generacién y que a mayor carga de biomasa mayor
sera el rendimiento de etanol.

En comparacion, la investigacion realizada por Lizarazo et al., (2015) reporta un valor
optimo de 1,014 g/mL, resultado mayor al alcanzado en esta investigacion, para residuos de papa.
La diferencia en los rendimientos observados entre el estudio mencionado y este estudio, se puede
explicar por la composicion de la materia prima. La papa presenta una composicion rica en
almidon, lo que favorece la produccién de bioetanol al liberarse mas fécilmente los AzR a
diferencia de los residuos lignocelulésicos. Aungue los residuos lignoceluldsicos presentan menores
rendimientos de bioetanol que los residuos de almiddn, los primeros son tipicamente un residuo que
no compite con la provisién de alimentos ni el uso de suelo, por lo que pueden llegar a ser
preferibles a pesar de su menor rendimiento.

Por otro lado, Loayza (2020) obtuvo un valor éptimo de 0,41 mg/L valor més cercano al de
la presente investigacion, aunque mayor, para 30 g de céscara de cacao. Si bien el estudio de
Loayza, (2020) emplea el mismo residual que este estudio, no ocupan todas las fracciones (hojas,
tallo y cascara) del mismo, lo que genera un menor contenido de lignina en la biomasa inicial. En
otra investigacion (Tejeda et al., 2014), las concentraciones maximas de etanol alcanzadas a partir
de las cascaras de limon, mandarina y naranja fueron 9,32, 15,96 y 13,90 mg/L, respectivamente. La
etapa de fermentacion realizada en dicho estudio fue enriquecida usando como nutriente 0,25% de
fosfato (NH4)3PO4 e inoculando con 0,1% de Saccharomyces cerevisiae; en este caso en particular
la adicién de un nutriente pudo ser un factor importante en la obtencion de mayores rendimientos de
etanol.

Se puede observar que los valores de produccién de etanol obtenidos en la presente
investigacion, son bajos en comparacion con los de otros autores esto se debe a varias razones: Los
residuos utilizados contienen un alto contenido de lignina, lo que pudo causar que en la etapa de
pretratamiento no se degradara completamente y no se liberara totalmente la celulosa. El
pretratamiento de las materias primas lignoceluldsicas se realiza bajo ciertas condiciones de
severidad, lo que suele provocar formacion de compuestos toxicos o inhibidores que pueden influir
negativamente en las etapas posteriores de hidrolisis enziméatica y fermentacion. Entre los
principales factores que afectan a la hidrolisis enzimatica de la celulosa, se encuentran: la naturaleza
del sustrato y el tipo de pretratamiento al que ha sido sometido, la actividad de las celulasas y las
condiciones de la reaccion enzimatica (principalmente pH, temperatura y tiempo) (Olivo et al.,
2011). La utilizacién de la enzima celulasa de Aspergillus Niger pudo ser también una desventaja ya
que al ser un residuo lignoceluldsico puede utilizarse otro tipo de enzima que ayude a obtener altos
rendimientos de conversion por ejemplo Cellic CTec2.

4. CONCLUSIONES

Se pudo desarrollar el disefio experimental para el proceso de producciéon de etanol de
segunda generacion a partir de los residuos generados durante la produccion de cacao, incluyendo
hojas, tallos y cascaras, comprobando asi que, este residuo puede ser aprovechado
satisfactoriamente.

Fue posible emplear la técnica de hidrélisis y fermentacidn simultanea en la produccion de
etanol de segunda generacion a partir de la mezcla de residuos de cacao, en esta etapa tanto la carga
enzimatica del complejo celulasa de Aspergillus niger, como la cantidad de indculo (Safale S-04)
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presentaron efectos sobre el rendimiento de etanol de segunda generacion observado, este es
inferior al reportado en la literatura para procesos SFS empleando biomasa lignocelulésica,
posiblemente debido a que la temperatura entre la enzima y la levadura no llegaran a una armonia,
lo que es un problema caracteristico de estos procesos.

Se valido el método experimentalmente, las condiciones de proceso obtenidas por
optimizacion del proceso fueron concentracion enzimatica 23,5 FPU y temperatura 31.7°C, con
estas condiciones se alcanzo un rendimiento de etanol de 0,00240uL/g.

Es posible producir buenos rendimientos de etanol mediante la estrategia de proceso SFS,
tomando en cuenta que existen varios factores que influyen marcadamente sobre la eficacia de
produccion de etanol tales como: pH, temperatura y concentracion enzimatica. La seleccion de
pretratamiento al que va a ser sometida la biomasa también es un punto clave ya que unos son mas
severos que otros lo que podria provocar pérdidas importantes de AzR.
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