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RESUMEN

El bioetanol liquidos o gaseosos se produce a partir de fracciones de
productos biodegradables, residuos forestales, y de desechos. El objetivo de
este trabajo es establecer un estudio de la eficiencia volumétrica y alcohdlica
con el método de extraccion &cida para la produccién de bioetanol en el
material lignoceluldsico de la cafia de azlcar (Saccharum officinarum). La
investigacion sera de tipo experimental, con nivel exploratorio, descriptiva, y
correlacional. Los factores por estudiar son A, material lignoceluldsico (bagazo
de cafia de azucar) y B, concentraciones de levadura Saccharomyces
cerevisiae (2 % y 4 %). Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA)
AxB lo que da un resultado de 2 tratamientos y 4 repeticiones para cada
evaluacion en volumen y alcohol, para un 8 factorial por evaluacion. El andlisis
estadistico de los datos que se efectuaron mediante la prueba de la t de
Student, para determinar si existen diferencias significativas en el producto
resultante del bioetanol de 2G, considerando las diferentes concentraciones
de lavadura que se aplicaran. Los resultado de la eficiencia volumétrica se
sitian en un volumen de alcohol obtenido de 59.5 mL con el tratamiento con
S. cerevisiae al 4 % el cual fue estadisticamente superior sobre el promedio
(36.25 mL) del tratamiento con S. cerevisiae al 2 %. Los valores
representativos del grado de alcohol obtenido alcanzo 25.5° con el tratamiento
con S. cerevisiae al 4 % el cual fue estadisticamente superior sobre el
promedio 18° del tratamiento con S. cerevisiae al 2 %. Se concluye que las
propuestas experimentales son determinantes para evaluar la eficiencia
volumétrica y alcohdlica del bioetanol segun los resultados validados

estadisticamente.

Palabras clave: Bioetanol, cafia de azucar, Saccharomyces cerevisiae,

eficiencia volumétrica, eficiencia alcohdlica, extracciéon acida.
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ABSTRACT

Liquid or gaseous bioethanol is produced from fractions of biodegradable
products, forest residues and wastes. The objective of this work is to establish
a study of the volumetric and alcoholic efficiency with the acid extraction
method for the production of bioethanol from sugarcane (Saccharum
officinarum) lignocellulosic material. The research will be experimental,
exploratory, descriptive and correlational. The factors to be studied are A,
lignocellulosic material (sugarcane bagasse) and B, concentrations of
Saccharomyces cerevisiae yeast (2 % and 4 %). An AxB Completely
Randomized Design (ACD) was used, resulting in 2 treatments and 4
replicates for each evaluation in volume and alcohol, for an 8 factorial per
evaluation. The statistical analysis of the data was carried out using Student's
t-test to determine if there are significant differences in the product resulting
from the 2G bioethanol, considering the different washing concentrations to be
applied. The results of the volumetric efficiency are located in a volume of
alcohol obtained of 59.5 mL with the treatment with S. cerevisiae at 4 %, which
was statistically superior to the average (36.25 mL) of the treatment with S.
cerevisiae at 2 %. The representative values of the alcohol content obtained
reached 25.5° with the 4% S. cerevisiae treatment, which was statistically
superior to the average of 18° for the 2% S. cerevisiae treatment. It is
concluded that the experimental proposals are determinant to evaluate the
volumetric and alcoholic efficiency of bioethanol according to the statistically

validated results.

Key words: Bioethanol, sugarcane, Saccharomyces cerevisiae,

volumetric efficiency, alcoholic efficiency, acid extraction.
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1 INTRODUCCION

La produccién de bioetanol celuldsico ha estado plagada de desafios,
como las fluctuaciones en el suministro de materias primas, los costes de
manipulacion, el pretratamiento, las enzimas y otros problemas logisticos. La
mayoria de los estudios sobre la produccion de bioetanol lignoceluldsico se
han centrado en un solo tipo de biomasa; sin embargo, la utilizacién plena de
varias fuentes de biomasa lignocelulosica podria mejorar la produccion de

bioetanol y la viabilidad econémica de la biorrefinerias (Nguyen et al., 2016).

En todo el mundo se reconoce que los residuos agricolas son una de
las mejores opciones para sustituir a los granos en la produccion de bioetanol
combustible, sin poner en peligro la seguridad alimentaria, aunque todavia
existen muchos desafios para su conversion comercial, debido a su
recalcitrancia a la degradacion, asi como a su composicién quimica Unica
(Zhao et al., 2012).

Segun los aportes de Osotos (2019) la biomasa lignocelulésica para la
produccion de bioetanol proviene principalmente de residuos agricolas como
residuos de clasificacion, rastrojo, residuos de madera, maiz, paja de trigo o

arroz, bagazo (residuos de cafa de azlcar y sorgo), entre otros.

Ademas, el bioetanol es uno de los componentes mas importantes del
biodiesel como combustible utilizado en motores de encendido por chispa. El
bioetanol puede obtenerse a partir de fuentes de celulosa, azicar y almidén
en productos agricolas y utilizarse como combustible en su forma pura o

mezclado con otras sustancias (Salehi et al., 2018).

La produccion de bioetanol a partir de la cafia de azucar se discute
como fuente de energia alternativa para reducir la dependencia de las
economias regionales de los combustibles fésiles. Aunque la produccién de
bioetanol a partir de la cafia de azlcar se considera una estrategia beneficiosa

y rentable de mitigacion de gases de efecto invernadero (GEI), sigue siendo



objeto de controversia debido a la insuficiente informacion sobre el balance
total de GEI de este sistema (Cardoso et al., 2011).

El presente trabajo de investigacion se lo realizdé con la finalidad de
determinar la eficiencia volumétrica y alcohdlica con el método de extracciéon

acida.

1.1 Objetivo general

Establecer un estudio de la eficiencia volumétrica y alcohdlica con el
método de extraccion &cida para la produccion de bioetanol en el material

lignocelulésico de la cafia de azlUcar (Saccharum officinarum).

1.2 Objetivos especificos

Caracterizar fisica y quimica el material lignoceluldsico en la fase inicial

de seleccién del proceso de produccion del bioetanol.

e Establecer el método de extraccion acido aplicado en el material
lignocelulésico de la cafia de azlcar para la produccion de bioetanol.

e Caracterizar fisica y quimicamente los productos obtenidos en el
proceso general de extraccion.

e Determinar la eficiencia volumétrica y alcohdlica del bioetanol obtenido

segun el tratamiento de extraccion aplicado.



1.3 Formulacion del problema

La reciente evolucion econémica en muchos paises del mundo ha
aumentado la necesidad de recursos energéticos alternativos debido a los
inconvenientes bien documentados de los combustibles fésiles: (1) su
suministro finito, (2) la emision de gases de efecto invernadero y el
calentamiento global y (3) el aumento del precio y las fluctuaciones
inesperadas. Todos estos puntos débiles han reforzado el interés por un
combustible alternativo, renovable, sostenible y econdmicamente viable como
el bioetanol (Haghighi et al., 2013).

La energia desempefia un papel crucial en el desarrollo econémico,
humano y en las mejoras sociales. Sin embargo, la preocupacion por el
agotamiento de los combustibles fosiles y el creciente ritmo de consumo
energético e industrializacion han animado a los investigadores a buscar
fuentes de energia alternativas. Debido al suministro fiable de los
combustibles necesarios para el transporte y la contaminacién ambiental, el
combustible a base de celulosa es una respuesta a los problemas actuales
(Rezania et al., 2020).

La industria energética busca constantemente recursos energeéticos
renovables y respetuosos con el medio ambiente. Entre las soluciones
sugeridas, el bioetanol ha surgido recientemente como una solucién eficaz
para hacer frente a las preocupaciones derivadas de la limitacion de los
combustibles fésiles, junto con las consecuencias negativas de las
trasmisiones de gases de efecto invernadero. La produccion a escala
industrial de bioetanol lignoceluldsico a partir de biomasa lignocelulésica se
ha investigado durante muchos afios. La biomasa disponible a partir de
residuos y desechos agricolas se genera a partir de la cosecha y el
procesamiento de los cultivos. Es mas barata que el almidén y no compite con
las fuentes de alimentos, lo que la hace atractiva para su utilizacion en la
bioconversion (Nguyen et al., 2016).

La biomasa agroindustrial, como el bagazo de la cafa de azucar, la
paja del arroz y del trigo, el rastrojo del maiz y la hierba de conmutacion, se

4



denomina biomasa lignoceluldsica, que es barata, abundante y renovable, y
constituye un recurso natural Unico para la produccion de bioenergia a gran

escala y de forma rentable (Rezania et al., 2020).

Con la creciente demanda mundial de energia, la escasez de ésta sera
un problema global. El bioetanol se considera un importante combustible
renovable que sustituye en parte a los combustibles fosiles. La produccion
mundial de bioetanol aumenté de 50 millones de m3 en 2007 a mas de un
aproximado de 100 millones de m® en 2012: Brasil y Estados Unidos
representan aproximadamente el 80 % del suministro mundial, utilizando
principalmente maiz o cafia de azucar. En las economias en desarrollo, la
materia prima alimentaria se sustituye preferentemente por materias primas
no alimentarias, como el sorgo dulce o la yuca. El empleo de material organico
"biomasa” ha demostrado el aumento significativo en la produccion de
bioetanol. Situacién que contribuye a desarrollar investigaciones en esta area.
Los aportes de Kang et al. (2014) han propuesto la produccion de
biocombustible especificamente bioetanol de segunda generacién con
metodos de conversion y de rendimientos de mas del 92 %, y biotecnologia

combinadas para complementar la eficiencia productiva.

La biomasa lignocelulésica puede transformarse en bioetanol a traves
de un enfoque en el método de extraccibn acida con diferentes
concentraciones de levadura. Ambas rutas implican la degradacion de la
estructura recalcitrante de la pared celular de la lignocelulosa en fragmentos
de lignina, hemicelulosay celulosa. Por lo cual, existe la necesidad de elaborar
un estudio comparativo para determinar la eficiencia volumétrica y alcohdlica
en la produccion de bioetanol a partir de un método de extraccion acida

aplicado en el bagazo de la cafia de azUcar.



1.4 Pregunta de investigacion

¢, Cuadles son las principales diferencias volumétricas y alcohodlicas que
podrian obtenerse en un proceso de produccion de bioetanol empleando el
método de extraccion acida a diferentes concentraciones de levadura en el

material lignocelulésico de la cafia de azicar?

1.5 Hipoétesis

Hoi1 = El aumento de Saccharomyces cerevisiae no tiene efecto en la
eficiencia volumétrica del bioetanol obtenido por el método de hidrdlisis acida

aplicado al material lignocelulésico de la cafia de azlcar.

Hai = El aumento de Saccharomyces cerevisiae tiene efecto en la
eficiencia volumétrica del bioetanol obtenido por el método de hidrdlisis acida

aplicado al material lignocelulésico de la cafia de azUcar.

Hoz = El aumento de Saccharomyces cerevisiae no tiene efecto en la
eficiencia alcohdlica del bioetanol obtenido por el método de hidrdlisis acida

aplicado al material lignocelulésico de la cafia de azlcar.

Ha2 = El aumento de Saccharomyces cerevisiae tiene efecto en la
eficiencia alcohdlica del bioetanol obtenido por el método de hidrdlisis acida

aplicado al material lignocelulésico de la cafia de azlcar.



2 MARCO TEORICO

2.1 Biomasalignocelulésica

La biomasa lignocelulésica estd compuesta principalmente por las
paredes celulares de las plantas, con los carbohidratos estructurales celulosa
y hemicelulosa y el polimero fendlico heterogéneo lignina como componentes
principales. Sin embargo, su contenido varia sustancialmente en funcion de la
especie, la variedad, el clima, la fertilidad del suelo y las practicas de
fertilizacion, pero, por término medio, en el caso de los residuos agricolas
como el rastrojo de maiz, la paja de trigo y la de arroz, las paredes celulares
contienen aproximadamente un 40 % de celulosa, un 30 % de hemicelulosa y

un 15 % de lignina en peso seco (Abril y Navarro, 2012).

La caracteristica distintiva de las paredes celulares de las plantas es su
estructura en dos partes, como se ilustra en el Figura 1. Una pared celular
primaria se desarrolla con la division celular, y se amplia durante el
crecimiento de la célula a una estructura similar a la fibra de vidrio, con
microfibrillas de celulosa cristalina incrustadas en una matriz de polisacéridos
como las hemicelulosa. La pared primaria de las células adyacentes se
mantiene unida por una capa pegajosa, llamada lamina media, compuesta por
pectinas, para formar el sistema de tejido conductor dispuesto en numerosos

haces vasculares (Zhao et al., 2012).

La biomasa vegetal se compone principalmente de tres polimeros:
celulosa, hemicelulosa y lignina, junto con cantidades menores de pectina,
proteinas, extractivos y cenizas. La composicion de estos componentes puede
variar de una especie vegetal a otra. Las maderas duras, por ejemplo, tienen
mayores cantidades de celulosa, mientras que la paja y las hojas de trigo

tienen mas hemicelulosa (Bajpai, 2016).



Tabla 1. Contenido de celulosa, hemicelulosa, hemicelulosa y lignina
Materia Vegetal Celulosa Hemicelulosa Lignina

Maderas duras 40-55 24-40 18-25
Maderas blandas  45-50 25-35 25-35
Paja de trigo 30 50 15
Mazorcas de maiz 45 35 15
Pastos 25-40 35-50 10-30
Pasto de varilla 45 314 12

Fuente: Bajpai (2016)
Elaborado por: El Autor

2.2 Celulosa

La celulosa (CeH100s)x, el principal constituyente de la biomasa
lignocelulésica, es un polisacarido que consiste en una cadena lineal de D-
glucosa unida por enlaces B-(1,4)-glicosidicos entre si. Las cepas de celulosa
se asocian entre si para formar fibrillas de celulosa. Las fibras de celulosa
estan unidas por una serie de enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares.
Por ello, la celulosa es insoluble en agua y en la mayoria de los disolventes
organicos (Mood et al., 2013).

El grado de polimerizacién de las cadenas de celulosa en la naturaleza
oscila entre las 10 000 unidades de glucopiranosa de la madera y las 15 000
del algodon nativo. La unidad de repeticion de la cadena de celulosa es el
disacarido celobiosa, a diferencia de la glucosa en otros polimeros de glucano.
Las cadenas de celulosa (20-300) se agrupan para formar microfibrillas, que
se agrupan para formar fibras de celulosa. Los polimeros de celulosa de
cadena larga estan unidos entre si por enlaces de hidrégeno y de Van der
Waals, que hacen que la celulosa se empaquete en microfibrillas (Bajpai,
2016).

Aunque se ha documentado la polimorfia de la celulosa, la celulosa
nativa se presenta como celulosa I, que es una mezcla de dos polimorfos la €
Is. La celulosa la se sintetiza simultaneamente con la extensiéon de la red de
microfibrillas, por lo que es dominante en las plantas inferiores para formar la

pared primaria, y también en algunas bacterias. Mientras que la celulosa Ig se
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deposita en la pared secundaria de las plantas superiores para darle
resistencia. El desciframiento de la estructura cristalina indica que la celulosa
la se caracteriza por la unidad triclinica que contiene una cadena, mientras
que hay dos cadenas en la unidad monoclinica de la celulosa Ig que
proporcionan méas enlaces de hidrégeno intramoleculares, haciéndola mas
estable. Por lo tanto, se necesitan condiciones duras para transformar la
celulosa Ig de la biomasa vegetal en polimorfos amorfos que puedan ser

atacados mas eficazmente por las celulasas (Zhao et al., 2012).

2.2.1 Hemicelulosa.

Las hemicelulosas (CsHsOa4)m, situadas en las paredes celulares
secundarias, son biopolimeros ramificados heterogéneos que contienen
pentosas (B-Dxilosa, a-L-arabinosa), hexosas (3-D-manosa, B-D-glucosa, o-
D-galactosa) y/o  acidos urgbénicos  (a-D-glucurénico, a-D-4-O-
metilgalacturénico y a-D-galacturdnico). Son relativamente faciles de
hidrolizar debido a su estructura amorfa y ramificada (con cadena lateral
corta), asi como a su menor peso molecular. Para aumentar la digestibilidad
de la celulosa, deben eliminarse grandes cantidades de hemicelulosas, ya que
cubren las fibrillas de celulosa limitando su disponibilidad para la hidrélisis
enzimatica. Las hemicelulosas son relativamente sensibles a las condiciones
de operacion, por lo que pardmetros como la temperatura y el tiempo de
retencion deben ser controlados para evitar la formacion de productos no
deseados como furfurales e hidroximetil furfurales que posteriormente inhiben

el proceso de fermentacién (Moodet et al., 2013).

La hemicelulosa es el segundo polimero mas abundante que contiene
alrededor del 20-50 % de la biomasa lignocelulésica. La columna vertebral de
la hemicelulosa es un homopolimero o un heteropolimero con ramas cortas
unidas por enlaces beta-(1,4)-glicosidicos y, ocasionalmente, enlaces beta-
(1,3)-glicosidicos. Ademas, las hemicelulosas pueden tener algun grado de
acetilacion, por ejemplo, en el heteroxilano. Las hemicelulosas tienen un peso
molecular inferior al de la celulosa y se ramifican con cadenas laterales cortas

gue se hidrolizan facilmente (Bajpai, 2016).
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A diferencia de la celulosa, que es cristalina y resistente a la
degradacion, las hemicelulosas son aleatorias y amorfas, por lo que se
hidrolizan facilmente a azlUcares monoméricos. Sin embargo, las
hemicelulosas estan incrustadas e interactian con la celulosa y la lignina, lo
gque aumenta significativamente la resistencia y la dureza de las paredes
celulares de las plantas (Zhao et al., 2012).

2.2.2 Lignina.

La lignina [CoH1003(OCHa3)o,9-1,7]n €S un polimero aroméatico sintetizado
a partir de precursores fenilpropanoides. Las principales unidades quimicas
fenilpropanoides de la lignina, que consisten principalmente en siringilo,
guayacol y p-hidroxifenol, estan unidas entre si por un conjunto de enlaces

para formar una matriz complicada (Mood et al., 2013).

La lignina es el tercer polimero mas numeroso en la naturaleza. Es una
estructura molecular compleja y de gran tamafio que contiene polimeros
reticulados de mondmeros fendlicos. Esta presente en las paredes celulares
de las plantas y confiere una resistencia rigida e impermeable al ataque
microbiano y al estrés oxidativo. Esta presente en la pared celular primaria e
imparte soporte estructural, impermeabilidad y resistencia contra el ataque

microbiano (Bajpai, 2016).

Aungue la lignina es un polimero no basado en el azucar y no puede
utilizarse como materia prima para la produccién de bioetanol mediante
fermentacién microbiana, ejerce un impacto significativo en el rendimiento
econdémico de los procesos de bioconversion correspondientes, ya que la
mayoria de los inhibidores del crecimiento microbiano y la fermentacion
proceden de este compuesto durante el pretratamiento necesario para hacer
gue la celulosa sea susceptible de atagque enzimatico. Mientras tanto, como
segundo componente mas abundante en la biomasa después de la celulosa,
la lignina produce mas energia cuando se quema, y por lo tanto es una buena
seleccién para la produccion combinada de calor y electricidad (CHP) en un

modo ecoldgico y respetuoso con el medio ambiente de la biorrefineria.
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Ademas, la lignina es un excelente material de partida para diversos
productos, incluidos los combustibles para el transporte y los productos
quimicos de valor afladido, que pueden afadir créditos a los procesos de
bioconversion y hacer que el bioetanol sea mas competitivo econdémicamente
(Zhao et al., 2012).

2.3 Levadura (Saccharomyces cerevisae)

Saccharomyces cerevisiae, es una levadura que constituye el grupo de
microorganismos mas intimamente asociado al progreso y bienestar de la
humanidad; su nombre deriva del vocablo Saccharo que es lo que conocemos
como azucar, myces es el término que se le da al hongo y cerevisiae que
quiere decir cerveza. Se la considera como una levadura heteroétrofa, que
adquiere energia a partir de glucosa y posee una elevada capacidad
fermentativa. Puede separarse con simplicidad en plantas y tierra, asi como
del tracto gastrointestinal y genital humano. Es un producto del proceso de
produccion de alcohol, que a su vez forma una valiosa fuente de proteinas y
vitaminas para la alimentacién animal. Se ha manifestado que la crema de
levadura S. cerevisiae concentrada, alcanza valores de materia seca (MS) de
18-20 % y un contenido de proteina bruta (PB) de 32-36 % sobre base seca.
Por otro lado, algunos autores sostienen que la composiciéon promedio de
proteina verdadera es de 40.20 %, mientras que otros, registraron valores algo
inferiores en el entorno de 39 % (Suarez et al., 2016).

2.4 Cafade azucar

La cafia de azucar (Saccharum officinarum L.), es una hierba perenne
perteneciente a la familia de las poaceas que se utiliza para producir azucar,
representando casi el 70 % de la produccién mundial. En las industrias
agricolas, la cafia de azucar se tritura para extraer el jugo con el fin de producir
azucar o se fermenta para obtener bioetanol. El bagazo es el residuo
lignoceluldsico que queda después de la extraccion del jugo. La produccion
mundial anual de cafia de azucar es de alrededor de 1 600 millones de
toneladas, y genera 279 millones de toneladas métricas (MMT) de bagazo

gue, en su mayoria, quedan sin utilizar y se dejan a la degradacién natural o
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se gqueman en el campo, causando una grave agresion ambiental y el

desperdicio del recurso (Verardi et al., 2016).

Segun los datos aportados por la Organizacion para la Cooperacion y
el Desarrollo Econémicos y la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (OCDE/FAO, 2017) estiman que la industria
azucarera genera aproximadamente 493 millones de toneladas métricas de
bagazo en todo el mundo. Sin embargo, hay varias variaciones en la
composicion quimica del bagazo, como se muestra en la Tabla 2, que se
atribuyen a la especie de cafia de azucar en particular, a la aparicion de
hibridos, a las condiciones ambientales, a los sistemas de cosechay a la edad
de los cultivos. En general, el bagazo se compone principalmente de celulosa,
hemicelulosas y lignina en una proporcion aproximada de 4:3:3, e incluye
algunos otros compuestos menores diversos, como silice y extractivos
(Khattab y Watanabe, 2019).

Tabla 2. Composicion quimica del bagazo de cafia
Composicién quimica (%, masa seca)

Rango Celulosa Hemicelulosa Lignina Extractivos Ceniza

Minimo 36.1 22.9 14.1 2.7 0.8
Maximo 47.3 31.8 324 14.1 8.8
Media  41.75 26.66 22.39 6.8 2.52

Fuente: Khattab y Watanabe (2019)
Elaborado por: El Autor

La cafla de azucar pertenece a la familia de las poaceas, que son
hierbas. Los tejidos de este tipo de plantas estan compuestos por células con
paredes celulares de tipo Il, lo que significa que las fibras de celulosa estan
dentro de una matriz de glucurono-arabino-xilano con altos niveles de
hidroxicinamatos. A medida que la cafia de aztucar madura, se crean paredes
celulares secundarias entre la pared celular primaria y la membrana
plasmatica, que consisten en celulosa, hemicelulosa (principalmente

glucuronoarabinoxilano) y lignina (Khattab y Watanabe, 2019).
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2.5 Bioetanol

El bioetanol puede mezclarse con la gasolina o utlizarse como
combustible Unico utilizando motores especificos; ademas, tiene un calor de
vaporizacién y un numero de octano superiores a los de la gasolina. El
bioetanol ya se mezcla con la gasolina y las ayudas de los fabricantes de
vehiculos han dado lugar a vehiculos que pueden utilizar hasta un 85 % de
mezcla de bioetanol y 15 % de gasolina. De hecho, la gasolina puede utilizar
bioetanol como combustible oxigenado para aumentar su contenido de
oxigeno, lo que provoca una mejor oxidacion de los hidrocarburos y disminuye

los gases de efecto invernadero (Haghighi et al., 2013).

Las principales razones para el mayor desarrollo del bioetanol son su
uso como combustible renovable favorable y casi neutro en carbono,
reduciendo asi las emisiones de CO:2 y el cambio climatico asociado; su uso
como potenciador de octanaje en la gasolina sin plomo; y su uso como mezcla
de combustible oxigenada para una combustion mas limpia de la gasolina,
reduciendo asi las emisiones contaminantes del tubo de escape y mejorando
la calidad del aire ambiente. El mayor uso del bioetanol es como combustible
y aditivo para motores, con los tipos comunes de mezclas de combustible

disponibles (Kang et al., 2014), que se enumeran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Mezclas comunes de etanol y gasolina

Codigo Composicion Paises Observaciones
E5 Méax. 5 % etanol anhidro, Europa Mezclas para
min, 95 % gasolina Occidental vehiculos normales
E10 Méax. 10 % etanol anhidro, USA, Europa
min, 90 % gasolina
E15 Max. 15 % etanol anhidro, USA,
min, 85 % gasolina vehiculos
>2 000
E25 Max. 25 % etanol anhidro, Brazil
min, 75 % gasolina
E85 Max. 85 % etanol anhidro, Usa, Europa Vehiculos de
min, 15 % gasolina combustible flexible
E100 Etanol anhidro (~5.3wt % Brazil

agua)

Fuente: Kang et al. (2014)
Elaborado por: El Autor

Las materias primas del bioetanol pueden clasificarse en tres tipos: (i)
materias primas que contienen sacarosa (por ejemplo, remolacha azucarera,
sorgo dulce y cafia de azucar), (ii) materiales amilaceos (por ejemplo, trigo,
maiz y cebada) y (iii) biomasa lignocelul6sica (por ejemplo, madera, paja y
hierbas) (Sanchez, 2010).

Los procesos de bioetanol de primera generacion (bioetanol 1G)
utilizan azucares solubles o almidén. En 2014 habia mas de 200 plantas de
bioetanol a base de almidén en funcionamiento en Estados Unidos, con una
capacidad media de 260.000 m3 de bioetanol producidos al afio a partir de
maiz y sorgo. Los combustibles generados a partir de estas materias primas
se utilizan facilmente en los motores de gasolina actuales (Dias et al., 2011).

Otro punto a tener en cuenta es que, las principales materias primas
para los biocombustibles de primera generacion son las fuentes de
alimentacion, lo que puede provocar cierta competencia. Sélo el 2 % de la
tierra cultivable del mundo se utiliza para cultivar materia prima de biomasa
para la produccién de biocombustibles de primera generacion, lo que puede
contribuir al aumento de los precios de los productos basicos para la
alimentacion humana y animal. Sin embargo, el impacto directo o indirecto de
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los biocombustibles en el aumento de los precios de los alimentos sigue sin

ser concluyente (Bertrand et al., 2016).

La produccion de bioetanol 1G en diferentes paises productores y las

principales materias primas utilizadas se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Produccién de etanol de primera generacién

Pais Principales cultivos de Produccion de etanol Costo
azucar y almidén como al aflo (mil millones de (USD
materia prima litros) $/L)

China Melaza, sorgo dulce - 0.32,

0.29

Tailandia Yuca 1.0 0.18

Bélgica Trigo 0.4 -

Unién Cereales y remolacha 4.5 -

Europea azucarera

Francia Remolacha azucarera 1.0 0.6-0.68

Espaia Cebada, trigo 0.4 -

Suecia Trigo - 0.4-0.45

Polonia Centeno 0.2 0.55-0.65

Estados Maiz 50.3 0.25-0.40

Unidos

Canada Trigo 1.8 -

Brasil Cafia de azlcar 25.5 0.16-0.22

Argentina Cafa de azucar 0.5 -

Australia Cafia de azlcar 0.3 -

Fuente: Bertrand et al. (2016)
Elaborado por: El Autor

Segun los aportes de Zabed et al. (2016) En el afio 2016 los
combustibles fésiles representaban el 80 % en la participacion de la demanda
global de energia, y de esta cifra alrededor del 60 % el consumo del sector
transporte consumia este volumen, por lo que se evidencia una demanda en
crecimiento de los combustibles, es alli donde la produccion de

biocombustibles juega un papel importante para complementar esta demanda.
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Es por ello que la produccién de bioetanol de segunda generacion,
aunque no produce los mismos volumenes como el bioetanol 1G, podria
representar una alternativa viable de produccién. La disponibilidad de la
materia prima, la 2G tiene un potencial gigantesco si se implanta a nivel
mundial. Ademas, los expertos han pronosticado que la produccién de
segunda generacion sustituird a la de primera en un futuro proximo (Aditiya et
al., 2016). Los biocombustibles de segunda generacion son los fabricados a
partir de cultivos no alimentarios, como la biomasa lignocelulésica y los

biorresiduos (Rastogi y Shrivastava, 2017).

Las materias primas lignocelulosicas pueden proporcionar materias
primas alternativas para la produccion sostenible de bioetanol y otros
productos bioquimicos con una amplia gama de beneficios econémicos y
ambientales. Segun Melendez et al. (2022) los biocombustibles de segunda
generacion (2G) emplean biomasa lignoceluldsica procedente de productos
de descarte de los procesos de produccién industrial y artesanal de alimentos
de la agricultura, la pesca, los residuos municipales y otros. Esta materia prima
también incluye cultivos no alimentarios, paja, hierba, serrin y astillas de
madera, como residuos de operaciones de molienda de la cafia de azucar. La
composicién quimica de cada uno de estos compuestos organicos influira en
el potencial de produccion de bioetanol. La biomasa lignoceluldsica es una
materia prima prometedora para la produccion de biocombustibles, debido a

su bajo costo, gran abundancia y sostenibilidad (Rocha et al., 2017).

Es por ello que la adopcién de tecnologia para la produccién eficiente
de biocombustibles 2G representa el punto de quiebre para alcanzar niveles
de eficiencias en la produccién, con equilibrio ecoldgico y sin causar impactos
importantes en la seguridad alimentaria de los paises productores de energia
a base de materias lignocelulésica. Paises como los Estados Unidos han
establecido planes para producir 60 000 millones de litros de biocombustible
de segunda generacion, es decir, alrededor del 20 % de su combustible liquido

para el transporte, para el afio 2022 (Melendez et al., 2021).
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Estas politicas de biocombustibles han impulsado el desarrollo de los
biocombustibles de segunda generacién, principalmente en paises
latinoamericanos, como Colombia, Brasil y México, y otros paises como los
Estados Unidos, mantienen un liderazgo en la produccién de bioetanol

celulésico (Vallejos et al., 2017).

2.5.1 Propiedades fisico y quimicas del bioetanol.

De forma quimica se le conoce como etanol o alcohol etilico, posee la
siguiente férmula quimica: CHsCH20H. Se caracteriza por ser un liquido
incoloro e inflamable, con sabor a quemado y olor agradable. Generalmente
al mezclarse con agua en cualquier proporcién da una mezcla azeotrépica

(Cobefia, 2016). En la Tabla 5 se observa sus propiedades fisicas y quimicas.

Tabla 5. Propiedades fisicas y quimicas del bioetanol
Propiedades Fisicas y Quimicas del Bioetanol

Apariencia Liquido claro

Olor Alcohol concentrado
Gravedad especifica (20 °C) 0.78 g/cm?.
Punto de Ebulliciébn, a 760 mm Hg 78 °C

(1atm)

Densidad Relativa de vapor: 1.6 (Aire = 1)
Solubilidad en agua: Miscible en agua
pH a 10 g/l H20 (20°C) 7.0

Flash point®: 13 °C
Temperatura de auto ignicion: 363 °C

Limite inferior de inflamabilidad 3.5 (% Vol. en aire)
Limite superior de inflamabilidad 19 (% Vol. en aire)
Punto de Fusién -117 °C
Densidad relativa mezclas vapor/aire 1.03 (aire =1, a 20 °C)

Fuente: Cobefia (2016)
Elaborado por: El Autor

2.6 Conversion de biomasa en etanol

El proceso de bioconversién de biomasa a etanol consta de varios
pasos, que incluyen el pretratamiento de la biomasa, la hidrélisis enzimética e
hidrolisis acida para la fermentacion y la recuperacion del producto. La

combinacion adecuada de cada paso es importante para lograr un mayor
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rendimiento de bioetanol de una manera rentable y sostenible (Saini et al.,
2014).

2.7 Generalidades
Las principales etapas se resumen en el Figura 1, que ofrece un

diagrama de flujo de produccién general.

Figura 1 Produccion de biomasa-etanol de segunda generacion.
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Fuente: Kang et al. (2014)

2.8 Materia prima

La biomasa lignocelulosa de residuos vegetales tiene un gran potencial
para su uso en la produccién de bioetanol, pero debido a su compleja
estructura, requiere un pretratamiento para mejorar el rendimiento de
azucares reductores en el hidrolizado durante la hidrélisis enziméatica a partir

de celulosa y hemicelulosa (Robak y Balcerek, 2018).
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29 Cosecha

El bagazo de cafia de azlcar es un desecho agro-industrial con escaso
valor para aprovecharlo como combustible o como alimento animal, pero
posee concentraciones adecuadas de celulosa y hemicelulosa, las mismas
que son fuentes de carbohidratos simples importantes para producir
alcoholes, acidos orgénicos y proteina unicelular (Ferrer et al., 2002).

2.10 Pretratamiento

El pretratamiento es uno de los pasos mas importantes en la conversion
de la biomasa lignocelulosica en biocombustibles desde el punto de vista
econdémico. Sin embargo, la naturaleza rebelde y la complicada estructura
jerarquica de la biomasa lignoceluldsica han hecho que el pretratamiento sea
el paso mas critico durante la conversion de la biomasa en biocombustibles.
Cabe destacar que la eficiencia del pretratamiento es una cuestion importante
para obtener un mayor rendimiento de combustible. Ampliar la superficie de
la biomasa, disolver la hemicelulosa y/o la lignina y reducir el tamafio de las
particulas de la biomasa son los objetivos mas importantes de la etapa de
pretratamiento. Esto puede hacerse mediante la modificacion quimica o fisica
de la estructura de la biomasa lignocelulésica. Posteriormente, la hidrdlisis de
la celulosa mejora al aumentar la accesibilidad de los acidos o enzimas a la
superficie de la celulosa. Los pretratamientos fisicos, quimicos, biolégicos y
combinados son los métodos mas utilizados en los estudios anteriores
(Kruyeniski, 2018).

Se han desarrollado varias estrategias de pretratamiento para
potenciar la reactividad de la celulosa y mejorar los azucares fermentables
resultantes. Los principales objetivos del pretratamiento son: (1) reducir la
cristalinidad y el grado de polimerizaciéon de la celulosa, asi como aumentar la
porosidad de las lignocelulosas para mejorar el rendimiento de los azlcares
durante la hidrolisis enzimatica, (2) evitar la degradacion de los azlcares
(especialmente las pentosas), asi como los derivados de la hemicelulosa, (3)
minimizar la formacion de productos inhibidores para los procesos de

fermentacién posteriores, (4) recuperar la lignina para convertirla en valiosos
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coproductos, y (5) minimizar los insumos energéticos para que sea rentable y
facil de operar. La eleccion del proceso de pretratamiento varia segun el tipo
de materia prima debido a las diferencias en sus caracteristicas fisicas y
composicién quimica. La eliminacion de los compuestos toxicos (como los
fendlicos, los furanos, los acidos alifaticos y los compuestos inorgénicos)
generados durante el proceso también se suma al coste del pretratamiento

(Rastogi y Shrivastava, 2017).

Un esquema general respecto a los principales métodos de

pretratamiento se muestra en el Figura 2.

Figura 2. Diferentes métodos de pretratamiento.

Métodos de
pretratamiento

|
| | | 1

Quimicos Fisicos Bioldgico Combinado
|| Acido || Explosion de L Funglc.o.o
vapor bactericida
Co.nlllgwdo — Hidrotermal
iénico
|| Consolventes || | Asistido por
organicos microondas

Fuente: Rezania et al. (2020)
Elaborado por : El Autor

2.11 Hidrdlisis de primera etapa

El pretratamiento implica la deslignificacion de la materia prima para
hacer que la celulosa sea mas accesible en la etapa de hidrdlisis, mediante
tratamiento fisico, fisicoquimico, quimico y biol6gico. El acido carbénico y la
extraccidon alcalina tienen el mejor rendimiento. Sin embargo, los métodos
mas comunes son la explosion de vapor y la prehidrélisis acida diluida,
seguidas de la hidrdlisis enzimatica. A menudo se aflade acido sulftrico o
didéxido de carbono para reducir la produccién de inhibidores y mejorar la

solubilidad de la hemicelulosa (Kang et al., 2014).
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2.12 Hidrdlisis de segunda etapa

En la hidrdlisis de la segunda etapa, la celulosa liberada de la biomasa
se convierte en glucosa, que nuevamente es catalizada por acido diluido,
acido concentrado o preferiblemente por enzimas celulosa, ya sea producidas
en un reactor separado o compradas externamente a proveedores industriales
(Kang et al., 2014).

2.13 Fermentacion

La biomasa es hidrolizada por enzimas celuliticas en azUcares
fermentables (pentosas o hexosas), que son fermentados a bioetanol por
varios microorganismos. Para que la produccién de bioetanol sea
comercialmente viable, un microorganismo ideal deberia utilizar una amplia
gama de sustratos, con alto rendimiento, titulo y productividad de bioetanol, y
deberia tener una alta tolerancia al bioetanol, la temperatura y los inhibidores
presentes en el hidrolizado (Saini et al., 2014).

2.14 Destilacion
Para la destilacion se somete a la materia prima fermentada a una
temperatura establecida en los rangos de 80 °C a 85 °C, provocando asi la

evaporacion y posterior destilacion del bioetanol (Hernandez et al., 2018).

2.15 Método por hidroélisis acida del material lignoceluldsico

Se han desarrollado diversos tratamientos para hacer los materiales
lignocelulésicos mas aptos a la sacarificacion, que incorporan los tratamientos
fisicos, quimicos y enziméticos. Como procedimiento fisico, la molienda
disminuye el indice de cristalinidad y el grado de polimerizacién de la celulosa,
aunque permite acrecentar la superficie de contacto con reactivos y enzimas.
De la misma manera, la molienda humeda ayuda la hidrélisis enzimatica de la

celulosa (Ferrer et al., 2002).
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2.16 Norma NTE INEN 2 478:2009

La norma NTE INEN 2 478:2009 es aplicada para determinar el
etanol anhidro grado carburante y etanol anhidro grado carburante
desnaturalizado que se obtenga de procesos de fermentacion utilizado en

mezclas con combustibles liquidos (INEN, 2010).

En la Tabla 6 se presenta los requisitos del etanol anhidro grado
carburante.

Tabla 6. Requisitos del etanol anhidro grado carburante.

- - Método de
REQUISITOS UNIDAD Minimo Maximo ensayo
etanol % 99.6 -- INEN 340
Acidez total mg/100 mL -- 3.0 INEN 341
Conductividad uS/m - 500 ASTM D 1125
eléctrica
Densidad a kg/m? - 791.5 ASTM D 4052
20°C
cloruros mg/L -- 32 ASTM D 512"
agua % -- 0.3 ASTM E 203
cobre mg/kg -- 0.1 ASTM D 1688**
evaporacion mg/ 100 mL -- 5.0 ASTM D 381

Fuente: INEN (2010)
Elaborado por: El Autor
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3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacion

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de
Quimica de la Facultad de Educacion Técnica para el Desarrollo en la
Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil, coordenadas 2°10'59.81" Sy
79°54'11.84" O, que se presenta en el Figura 3.

Figura 3. Ubicacion del lugar de estudio.

Coral'Hipermercados 0
'MQ Universidad

o Catdlica de Universidadg

Santiago de de Guayaquil

il (UG)

BELLAVISTA Guayeis O
& Carrera Comercio
9 Exterior
476‘0

s B
VISTA ALEGRE

%50 ' hs
Malecdn del'Saladc

C. 2880 Q

SOL NACIENTE FERROVIARIA

Consulada’de F':n.zfn‘

Fuente: Google Maps (2022)

3.2 Materiales, insumos, reactivos y equipos
3.2.1 Materia prima.
e Material lignocelulésico de cafia de azucar

e Levadura.

3.2.2 Reactivos.
e Peptona (15 g/L)
e Glucosa (10 g/L)
¢ Hidréxido de sodio (NaOH) (5 N)
e Acido sulfarico (H,SO,) al 3 %
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3.2.3 Materiales y equipos.
e Tamiz malla N°10
e Botellas pyrex
e Airlock
e Botella de vidrio grande
e Matraz Erlenmeyer
e Pipeta
e Mechero de Bunsen
e Destilador
e Balanza analitica
e Bafio térmico
e TermOmetro
e Incubadora
e Agitador
e Vasos de precipitacion
e Balon de destilacion
e Condensador

e Alcoholimetro

3.3 Disefio metodolégico
3.3.1 Modalidad de la investigacion.

El desarrollo de la metodologia del proyecto se basé mediante un
enfoque de investigacion cuantitativo, con nivel exploratorio, y correlacional
(Hernandez-Sampieri y Mendoza, 2018), sobre un disefio basado en la
comparacién del volumen y el grado alcohdlico del producto principal, en este
caso el bioetanol, por el método acido con diferentes concentraciones de
levadura, 2 % y 4 %. A partir de la comprobacion de las hipétesis, se
establecera el método mas eficiente.

3.3.2 Tipo de lainvestigacion.

En este documento de se establecido una investigacion experimental,

con nivel de investigacion exploratorio y descriptivo, observando que, para la

produccion de bioetanol a partir de material lignocelulésico, existen diversas
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fuentes de informacion, en la cual se investigd para incluir en la metodologia,

para luego ser estudiadas estadisticamente y enfatizar el mejor tratamiento.

3.3.3 Investigacion descriptiva.

En La investigacion descriptiva se pueden sugerir otros estudios, los
mismos tienen un fin en si mismos. Aunque es obvio que las mismas
frecuentemente suelen servir de base para futuras investigaciones

constituyendo un elemento generador de hipotesis (Tinto, 2013).

3.3.4 Materia prima utilizada.
e Material lignocelulésico de la cafia de azucar (Saccharum officinarum).

e Levadura activa (Saccharomyces cerevisiae).
3.4 Procedimiento de extraccion de bioetanol

Para este procedimiento se aplicd las siguientes investigaciones para la

extraccion de bioetanol que se presenta en el Figura 4.
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Figura 4. Diagrama de flujo para la extraccion de bioetanol.

Fuente: Gamez (2022); Tejada et al. (2010); Vasquez (2019)
Elaborado por: El Autor

3.4.1 Descripcién del proceso de extraccion.

A continuacion, se realiza la descripcion de los procesos de
pretratamiento, hidrolisis acida y fermentacion que se aplicaron para la
materia prima (bagazo de cafa de azucar), lo cual se puede examinar en los
Figuras 5,5, 7y 8.

3.4.1.1 Recepcion de la materia prima.
Para el acondicionamiento de la materia prima, se considerara el
empleo tedrico de 2 kg de bagazo de cafia de azlcar, como gasto

experimental.
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Figura 5.Diagrama de flujo de recepcién de materia prima.

Fuente: Gamez (2022)
Elaborado por: El Autor

Figura 6. Diagrama de flujo del proceso de hidrélisis acida.

Fuente: Tejada et al. (2010)
Elaborado por: El Autor

Figura 7. Diagrama de flujo de pH, preparacion de levadura.

Solucion NaOH
llegar a pH de 4.5-5

glucosa(10 g/L)
pectona(5 g/L)

Levadura2 % y 4 %
agua destilada

Dejar reposar por 2
horas

Fuente: Gamez (2022)
Elaborado por: El Autor
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Figura 8. Diagrama de flujo de fermentacion y destilacion.

5 dias en botella de
Fermentacion plastico resistente con
airlock

100 °C

Fuente: Vasquez (2019)
Elaborado por: El Autor

3.5 Disefio experimental del proceso de extraccion

Para el disefio experimental de este trabajo de investigacion se realizo
el analisis de la prueba de la t de Student, porque permite medir diferentes
nameros de repeticiones por tratamiento. Las unidades experimentales estan
conformadas por lignocelulésico de cafia de azucar (250 g) y concentraciones
de Saccharomyces cerevisiae propuesta (2 % y 4 %) en un tiempo

determinado de 5 dias.

3.5.1 Factores.
e Factor A: Lignoceluldsico de cafia de azlcar: 2 kg.
e Factor B: Concentraciones de Saccharomyces cerevisiae: 2 %y 4 %.
e Repeticiones: 4.
e FAXFB2wuX R1,234
o FAXFBanXx R1234

3.6 Tratamientos

En la Tabla 7, se referencia los tratamientos que se llevaron a cabo en

el disefio experimental:
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Tabla 7. Tratamientos del disefio experimental
Lignoceluldsico de cafia

Concentraciones

No. Tratamiento de azucar de lavadura
R1 R2 R3 R4
1 250g 2509 250g 250¢g 2 %
2 250g 250g 250g 250¢g 4 %

Elaborado por: El Autor

3.6.1 Interacciones de tratamientos.

Para el desarrollo del ensayo se utiliz6 un disefio experimental
completamente al azar con dos tratamientos y cuatro repeticiones. A
continuacion, en la Tabla 8 se presenta la combinacién de los tratamientos

realizados.

Tabla 8. Interaccion de tratamientos

' Repeticiones
Tratamientos

R1 R2 R3 R4
T1 T1xR1 T1XR2 T1XR3 T1xR4
T2 T2xR1 T2xR2 T2xR3 T2xR4

Elaborado por: El Autor

3.6.2 Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los datos se desarroll6 mediante la prueba de
la t de Student, para determinar si existen diferencias significativas en el
producto resultante del bioetanol de 2G, considerando las diferentes

concentraciones de lavadura que se aplicaron en cada tratamiento.

3.6.3 Hipotesis.
. HO=pt1l= pt2
. HA=ut1# pt2

Hoi1 = El aumento de Saccharomyces cerevisiae no tiene efecto en la

eficiencia volumétrica del bioetanol obtenido por el método de hidrdlisis acida

aplicado al material lignocelulésico de la cafia de azlcar.
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Hai = El aumento de Saccharomyces cerevisiae tiene efecto en la
eficiencia volumétrica del bioetanol obtenido por el método de hidrdlisis acida

aplicado al material lignocelulésico de la cafia de azlcar.

Hoz = El aumento de Saccharomyces cerevisiae no tiene efecto en la
eficiencia alcohdlica del bioetanol obtenido por el método de hidrélisis acida

aplicado al material lignocelulésico de la cafia de azlcar.

Ha2. = El aumento de Saccharomyces cerevisiae tiene efecto en la
eficiencia alcohdlica del bioetanol obtenido por el método de hidrdlisis acida

aplicado al material lignocelulésico de la cafia de azlcar.

3.7 Etapas de operacién
A continuacion se establece la descripcibn de las etapas de la
operacion total para la obtencion del bioetanol a partir del material

lignocelulosico de la cafia de azucar (Saccharum officinarum).

3.7.1 Preparacioén de los sustratos.
e Se colocaron en bandejas el bagazo de cafia de azucar.
e Se cortaron a 2 cm el bagazo de cafia de azucar.

e Luego se pesaron 250 gr de muestra por 8 repeticiones 2 kg total.

3.7.2 Hidrdlisis acida.
e La mezcla obtenida del sustrato se someti6 al &cido sulftrico diluido al
3 % es decir 15 mL de H,SO,, la disolucién estd compuesta por 485
mL de agua destilada y 15 mL del H,SO, para cada 250 g de sustrato
0 materia prima previamente evaluada.
e Se ubicé el sustrato en la autoclave a una temperatura de 125 °C
durante 15 minutos.
e Se enfrié la muestra hasta alcanzar la temperatura ambiente.
3.7.3 Neutralizacion de la muestra.
e Se dej6 enfriar la muestra hasta llegar a una temperatura ambiente.
e Se coloco agua destilada hasta tapar cada muestra de sustrato.
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3.74

3.7.5

3.7.6

Se realizé la medicion de grados brix.
Se ajust6 el pH a 4.5 - 5.0 con NaOH con 5 N.

Al igual que se tom6 muestras y se midi6 el pH en cada repeticion.

Preparacion de levadura.

En la preparacion de levadura se procedié a pesar: Glucosa (10 g/L),
Peptona (5 g/L) y Levadura 2 %, 4 %.

Se utiliz6 agua destilada para la preparacion para cada repeticion.

Se mantuvo reposando la levadura a temperatura ambiente por 2

horas.

Fermentacion.

Se coloco la preparaciéon de levadura con las concentraciones, 2 %y 4
% para las diferentes muestras de sustrato obtenido.

Se ubico los airlock en las botellas de plastico resistentes durante 5
dias.

Luego se separo la disolucion de la levadura, una vez culminado el
tiempo de fermentacion.

Se pasoé por tamiz y se separoé las impurezas del proceso.

Se tom6 muestras fermentadas, de cada repeticion segun los
porcentajes de levadura descritos en el experimento.

Luego se tomo la lectura del pH en cada muestra obtenida.

Se verifico el volumen alcanzado en cada muestra obtenida.

Destilacion.

Se preparo la secuencia del proceso de destilacion, considerando un
proceso de destilacién individual para cada repeticién del experimento
segun el porcentaje de levadura.

Se destilo la solucion a 100 °C bafio maria, verificando la temperatura
mediante un termometro de alcohol.

Se dejo enfriar la solucion obtenida a una temperatura de 28 °C.

Se tomo la lectura del pH en cada muestra obtenida.
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e Se midid el volumen alcanzado en cada muestra destilada por
separado.

e Se determind la cantidad de porcentaje de alcohol mediante un
alcoholimetro.

e Se determind la densidad del alcohol mediante un densimetro en cada
muestra destilada por separado.

3.8 Andlisis fisico y quimico
3.8.1 Materia prima.
A continuacion, en la Tabla 9 se presenta las especificaciones técnicas

del bagazo de cafia de azlcar

Tabla 9. Especificaciones técnicas del bagazo de cafia de azlcar

Materia prima Valores
referenciales
°brix 15
Densidad 0.1656 g/cm?3
pH 4.84
Acidez 15 mg/L

Fuente: Cobefia (2016)
Elaborado por: El Autor

3.8.2 Alcohol.

A continuacion, en la Tabla 10 se presenta las especificaciones

técnicas del bioetanol

Tabla 10. Especificaciones técnicas del bioetanol

Bioetanol Valores referenciales
°brix 12
Densidad 791.5 kg/m?
pH 6.5
Acidez 30 mg/L

Fuente: Cobefia (2016)
Elaborado por: El Autor
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4 RESULTADOS

4.1 Volumen de alcohol

La determinacion del volumen de alcohol que se obtuvo mediante el
proceso de destilacion individual en cada repeticidén del experimento, se puede
observar en la Tabla 11.

Tabla 11. Promedio de la eficiencia volumétrica

Saccharomyces R1 R2 R3 R4 Media p
cerevisiae mL mL mL mL mL
2% 30 30 45 40 36.25
4% 65 60 63 50 59.5

Elaborado por: El Autor

En relacion al promedio del volumen de alcohol obtenido (59.5 mL) con
el tratamiento con S. cerevisiae al 4 % se obtuvo una media superior sobre el

promedio (36.25 mL) del tratamiento con S. cerevisiae al 2 %.

Respecto al volumen de alcohol obtenido mediante regresioén lineal se
demuestra que la distribucion de los tratamientos con S. cerevisiae al 4 % fue
mayor que los valores de los tratamientos con S. cerevisiae al 2 % como se

puede observar en el Figura 9.

Figura 9. Representacion lineal de la eficiencia volumétrica.
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Saccharomyces cerevisiae

Elaborado por: El Autor
Mediante la aplicacion de la t—Student al 0.05 % de probabilidad, se

realizé la comparacion de las medias obtenidas de las repeticiones para la

determinacién del volumen de alcohol.

33



Tabla 12. Promedio de analisis de t—Student medicién volumétrica

Saccharomyces Media Varianza Grado p- o
cerevisiae H de T valor
libertad
2% 36.25b 56.25 6 -4.64 0.0036 7.5
4% 59.50a 44.33 6 -4.64 0.0036 6.65

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) t-Student
Elaborado por: El Autor

Para determinar si los tratamientos tienen diferencias significativas se
establece dos hipotesis:
e Ho=pu= M2
o Ha=pu# pe2

Donde si el p-valor es > 0.05 se acepta HO (no hay diferencias entre los
tratamientos con respecto a la eficiencia volumétrica) y, si el p-valor es <= 0.05
se rechaza la hipétesis Ho, aceptando Ha (si existe diferencia entre los
tratamientos con respecto a la eficiencia volumétrica). Como se puede
apreciar en la Tabla 12, el p-valor calculado fue <= 0.05, por lo que se
determina estadisticamente que si existe diferencia significativa de eficiencia

volumétrica entre los tratamientos.

4.2 Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks

Se usa para contrastar la normalidad de un conjunto de datos. Si el
valor p es menor que o igual al nivel de significancia, la decision es rechazar
la hipotesis nula y concluir que sus datos no siguen una distribucién normal.
Si el valor p es mayor que el nivel de significancia, la decision es que no se
puede rechazar la hipétesis nula. En este caso si se debe usar una prueba
paramétrica, para comprobar la normalidad en la eficiencia volumétrica se
utilizé la prueba de Shapiro-Wilksy los datos que se obtuvieron los podemos
observar en la Tabla 13.
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Tabla 13. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks

Variable n Media D.E. W* p(UnilateralD)
\i 4 36.25 7.50 0.83 0.1795
V2 4 59.50 6.66 0.88 0.3598

Elaborado por: El Autor

4.3 Grados de alcohol

La determinacion de los grados de alcohol se obtuvo del volumen

adquirido de la destilacion individual en cada repeticion del experimento, el

mismo que se puede observar en la siguiente Tabla 14:

Tabla 14. Promedio de la eficiencia alcohdlica

Saccharomyces R1 R2 R3 R4 Media p
cerevisiae % % % % %
2% 17 18 17 20 18
4 % 26 25 25 26 25.5

Elaborado por: El Autor

En referencia al promedio de grados de alcohol obtenido (25.5) con el

tratamiento con S. cerevisiae al 4 % registro la mejor media sobre el promedio

(18) del tratamiento con S. cerevisiae al 2 %.

Mediante regresion lineal aplicada a los grados de alcohol se

demuestra que la distribucion de los tratamientos con S. cerevisiae al 4 % fue

superior que los valores de los tratamientos con S. cerevisiae al 2 %, lo cual

puede observarse en el Figura 10.
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Figura 10. Representacion lineal de la eficiencia alcohdlica.
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Elaborado por: El Autor
Mediante la aplicacion de la t — Student al 0.05 % de probabilidad, se
realizé la comparacion de las medias obtenidas de las repeticiones para la

determinacién de los grados de alcohol.

Tabla 15. Promedio de andlisis de t — Student eficiencia alcohdlica

Saccharomyces Media  Varianza  Grado de T p- (o]
cerevisiae 1] libertad valor
2% 18.00 b 2.00 6 -9.82 0.0001 1.41
4 % 25.50 a 0.33 6 -9.82 0.0001 0.57

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) t-Student
Elaborado por: El Autor

De la misma manera, para determinar si lo tratamientos tienen

diferencias significativas se establecieron dos hipotesis:

e Ho=pu= pt2
o Ha=pu# pe2

Donde si p-valor es > 0.05 se acepta HO (no hay diferencias entre los
tratamientos con respecto a la eficiencia alcohdlica) y, si el p-valor es <= 0.05
se rechaza la hipotesis Ho, aceptando Ha (si existe diferencia entre los

tratamientos con respecto a la eficiencia alcohdlica). Como se puede apreciar
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en la Tabla 15, el p-valor calculado fue <= 0.05, por lo que se determina
estadisticamente que si existieron diferencias significativas de eficiencia

alcohdlica entre los tratamientos.

4.4 Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks
Para comprobar la normalidad en la eficiencia alcohdlica se utilizé la
prueba de Shapiro-Wilksy los datos que se obtuvieron los podemos

observar en la Tabla 16.

Tabla 16. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks

Variable n Media D.E W* p(UnilateralD)
Al 4 18.00 1.41 0.82 0.1574
A2 4 25.50 0.58 0.70 0.0118

Elaborado por: El Autor

45 Pruebade Kruskal Wallis

Bajo la evidencia de los datos de estos valores que son eficaces, esta
prueba se realiz6 para la distribucion de la normalidad como se muestra en la
Tabla 17.

Tabla 17. Prueba de Kruskal Wallis

Variable TRAT N Medias D.E. Medianas gl C H P
A T1 4 18.00 1.41 17.50 1 0.96 5.33 0.0286
A T2 4 2550 0.58 25.50

Elaborado por: El Autor

4.6 Caracteristicas fisicas y quimicas

A continuaciéon, se muestran los analisis de pH que fueron realizados
al volumen de alcohol que se obtuvo luego del proceso de destilacion
individual en cada repeticion del experimento Tabla 18.

Tabla 18. Valores de pH del volumen de alcohol

Saccharomyces R1 R2 R3 R4 Media p
cerevisiae
2% 5 5.4 55 55 5.35
4 % 4.1 4.5 4.5 4.6 4.43

Elaborado por: El Autor
37



El valor promedio de pH (5.35) con Saccharomyces cerevisiae al 2 %

mostré una disminucion en el valor de pH (4.43) con S. cerevisiae al 4 %.

Mediante la aplicacion de la t—Student al 0.05 % de probabilidad, se
realiz6 la comparacion de las medias obtenidas de las repeticiones para la
determinacion del pH del volumen de alcohol en la siguiente Tabla 19.

Tabla 19. Promedio de analisis de t — Student medicion de pH

Saccharomyces Media Varianza Gradode T p- o
cerevisiae libertad valor
2% 5.35a 0.06 6 5.69 0.0013 0.23
4 % 4.43 b 0.05 6 5.69 0.0013 0.22

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) t-Student
Elaborado por: El Autor

En la Tabla 20 se reflejan los analisis de densidad que fueron realizados
al volumen de alcohol que se obtuvo luego del proceso de destilacion

individual en cada repeticion del experimento.

Tabla 20. Valores de densidad del volumen de alcohol

Saccharomyces R1 R2 R3 R4 Media u

cerevisiae mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
2% 15 17 17 18 16.75
4% 35 19 32 24 27.50

Elaborado por: El Autor

El valor promedio de densidad (27.50 mg/L) con S. cerevisiae al 4 %
mostré un aumento en relacion al valor de densidad (16.75 mg/L) con S.

cerevisiae al 2 %.

Mediante la aplicacion de la t—Student al 0.05 % de probabilidad, se
realizé la comparacion de las medias obtenidas de las repeticiones para la
determinacién de la densidad del volumen de alcohol como podemos ver en
la Tabla 21.
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Tabla 21. Promedio de andlisis de t—Student medicién de densidad

Saccharomyces Media Varianza Grado de T p- (o]
cerevisiae libertad valor
2% 16.75 1.58 3 -2.89 0.0629 1.25
4 % 27.50 53.67 3 -2.89 0.0629 7.32

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) t-Student
Elaborado por: El Autor

Dentro del proceso de neutralizacion de la muestra en cada tratamiento
se generd un consumo de NaOH: 5 N, para ajustar el pH a 5.0, los mismos

gue se muestran en la Tabla 22:

Tabla 22. Consumo de NaOH: 5 N para ajuste de pH

Saccharomyces R1 R2 R3 R4 Media p

cerevisiae mL mL mL mL mL
2% 100 105 100 110 103.75
4 % 110 100 95 100 101.25

Elaborado por: El Autor

Se evidencia que existié6 un menor consumo promedio de NaOH: 5 N
en el tratamiento con S. cerevisiae al 4 % (101.25 mL) en relacion al consumo
promedio de NaOH: 5 N con S. cerevisiae al 2 % (103.75 mL).

Mediante la aplicacion de la t—Student al 0.05 % de probabilidad, se
realizé la comparacion de las medias obtenidas de las repeticiones para la
determinacién del andlisis del consumo de NaOH 5 N, lo cual se presenta en
la Tabla 23.

Tabla 23. Promedio de andlisis de t—Student consumo de NaOH:

Saccharomyces Media Varianza Gradode T p- o
cerevisiae libertad valor
2% 103.75 22.92 6 0.63 0.5504 4.78
4 % 101.25 39.58 6 0.63 0.5504 6.29

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) t-Student
Elaborado por: El Autor

En referencia a la acidez total presente en el bioetanol producido en el

ensayo, se obtuvieron los siguientes valores que se presentan en la Tabla 24:
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Tabla 24. Acidez total en el bioetanol

Saccharomyces R1 R2 R3 R4 Media p
cerevisiae mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
2% 9.58 10.21 7.69 9.24 9.18
4% 11.78 12.35 10.50 13.12 11.94

Elaborado por: El Autor

Se establece que se presentd mayor promedio de acidez total en el
tratamiento con S. cerevisiae al 4 % (11.94 mg/mL) en relacion al promedio

de acidez total con S. cerevisiae al 2 % (9.18 mg/mL).

Mediante la aplicacion de la t—Student al 0.05 % de probabilidad, se
realiz6 la comparacion de las medias obtenidas de las repeticiones para la
determinacion de la acidez total en el bioetanol, como se observa en la Tabla
25.

Tabla 25. Promedio de andlisis de t — Student acidez total

Saccharomyces Media  Varianza  Grado de T p- (o]
cerevisiae libertad valor
2% 9.18b 1.15 6 -3.58 0.0116 1.07
4 % 1194 a 1.22 6 -3.568 0.0116 1.10

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) t-Student
Elaborado por: El Autor

Los grados brix presentes en el bioetanol producido se muestran en la

siguiente tabla 26:

Tabla 26. Grados brix en el bioetanol

Saccharomyces R1 R2 R3 R4 Media u
cerevisiae
2% 6 7 5 7 6.25
4 % 3 2 4 3 3

Elaborado por: El Autor

El mayor promedio de grados brix en el bioetanol se presentd con el
tratamiento con S. cerevisiae al 2 % (6.25) en relacion al promedio de grados

brix con S. cerevisiae al 4 % (3).
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Mediante la aplicacion de la t—Student al 0.05 % de probabilidad, se
realizé la comparacion de las medias obtenidas de las repeticiones para la

determinacion del °brix en el bioetanol, lo cual se evidencia en la Tabla 27.

Tabla 27. Promedio de andlisis de t — Student °brix en el bioetanol

Saccharomyces Media Varianza Grado T p- (o]
cerevisiae de valor
libertad
2% 6.25 a 0.92 6 5.17 0.0021 0.95
4 % 3.00b 0.67 6 5.17 0.0021 0.81

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) t-Student
Elaborado por: El Autor
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5 DISCUSION

Basado en los resultados obtenidos en la presente investigacion
se puede indicar que el uso de concentraciones de 4 % de levadura
(Saccharomyces cerevisiae) tiene una eficiencia volumétrica y alcohdlica con
el método de extraccion acida para la produccion de bioetanol en el material
lignocelulésico de la cafia de azucar (Saccharum officinarum), como lo cual
es corroborado por Osotos, (2019) lo cual registra que la produccion de
bioetanol a partir del material lignocelulésica proviene principalmente de los

residuos agricolas de la cafia de azucar.

El analisis realizado mostré que todos los factores evaluados y sus
respectivas interacciones de la concentracion de levadura tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre la produccién de bioetanol, en la cual el
promedio del volumen de alcohol obtenido 59.5 mL con el tratamiento con S.
cerevisiae al 4 % fue superior sobre el promedio 36.25 mL del tratamiento con
S. cerevisiae al 2 %, lo cual es corroborado por Suarez (2016), sefiala que la
produccion de bioetanol utilizando la levadura S. cerevisiae, registra valores
de 50.5 g/L a las 24 h, con un inicio de 100 g/L teniendo un rendimiento del
97.2 %, bajo condiciones de fermentacion, lo cual ha permitido conocer el

tiempo en el que se consume el sustrato, asi como la produccién de bioetanol.

En el presente estudio se pudo demostrar que en base al material
lignocelulésico de la cafia de azucar se obtuvo un bioetanol de segunda
generacion, que puede ser utilizado como un reemplazo a futuro del bioetanol
de primera generacion, lo cual es asertivo con Aditiya et al. (2016), que indica
la disponibilidad de la materia prima, de la 2G tiene un potencial gigantesco si
se implanta a nivel mundial. Ademas, los expertos han pronosticado que la
produccion de segunda generacion sustituird a la de primera en un futuro

proximo.

Se encontrdé que una concentracion de sacarosa al 4 % hace mucho

mas eficiente el contenido de grados de alcohol 25.5 en el volumen de
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bioetanol obtenido a partir del bagazo de cafa de azucar, aumenta los grados
de alcohol en la produccion de bioetanol, debido a la tolerancia de este tipo
de levadura a diferentes niveles de alcohol lo que hace producir méas alcohol

con mayor grado alcohdlico.

Para poder establecer el pH en un valor adecuado se registré un bajo
consumo promedio de NaOH: 5 N en el tratamiento con S. cerevisiae al 4 %
101.25 mL respecto al consumo promedio de NaOH: 5 N con S. cerevisiae al
2 % 103.75 mL, lo cual se atribuye a la concentracion alta de levadura
mitigando el consumo de NaOH: 5 N para ajustar el pH.

Se evidencio que los valores de pH 4.43 con una concentracion de S.
cerevisiae al 4 % disminuyeron en relacién al valor de pH 5.35 con S.

cerevisiae al 2 %.

Se detectdé un promedio alto de acidez total en el tratamiento con S.
cerevisiae al 4 % 11.94 mg/mL en relacion al promedio de acidez total con S.
cerevisiae al 2 % 9.18 mg/mL, debido a los acidos organicos presentes en el
bagazo de la cafia de azucar, siendo estos los que generan mayor proporcion
de acidez titulable del bioetanol (Quezada, 2022).

Se observo un aumento significativo en la densidad 27.50 mg/L con S.
cerevisiae al 4 % en relacion al valor de densidad 16.75 mg/L con S. cerevisiae
al 2 %, en la cual Martinez et al. (2014) hace referencia que la densidad del
bioetanol aumenta durante el proceso de fermentacién debido a altas

concentraciones de levadura.
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 Conclusiones
El promedio del volumen de alcohol obtenido 59.5 mL con el
tratamiento con S. cerevisiae al 4 % fue estadisticamente superior sobre el

promedio 36.25 mL del tratamiento con S. cerevisiae al 2 %.

El volumen de alcohol obtenido mediante regresion lineal demuestra
que la distribucién de los tratamientos con S. cerevisiae al 4 % es mayor que

los valores de los tratamientos con S. cerevisiae al 2 %

En referencia al promedio de grados de alcohol obtenido (25.5) con el
tratamiento con S. cerevisiae al 4 % fue estadisticamente superior sobre el

promedio 18° del tratamiento con S. cerevisiae al 2 %.

Mediante regresion lineal aplicada a los grados de alcohol se demostro
que la distribucion de los tratamientos con Saccharomyces cerevisiae al 4 %
fue superior que los valores de los tratamientos con Saccharomyces

cerevisiae al 2 %.

Analizando los promedios de las variables volumen y grados de alcohol
se puede concluir gue el componente con mayor porcentaje Saccharomyces
cerevisiae permite una mayor produccion de bioetanol en el bagazo de cafia

de azUcar con el método de extraccion acida.

El valor promedio de pH 5.35 con S. cerevisiae al 2 % mostro una

disminucién en el valor de pH 4.43 con S. cerevisiae al 4%.

El valor promedio de densidad 27.50 mg/L con S. cerevisiae al 4 %
presentd un aumento en relacion al valor de densidad 16.75 mg/L con S.
cerevisiae al 2 %.

Existio un menor consumo promedio de NaOH: 5 N en el tratamiento
con S. cerevisiae al 4 % 101.25 mL en relacion al consumo promedio de
NaOH: 5 N con S. cerevisiae al 2 % 103.75 mL.
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Se presentdé mayor promedio de acidez total en el tratamiento con S.
cerevisiae al 4 % 11.94 mg/mL en relacion al promedio de acidez total con S.
cerevisiae al 2 % 9.18 mg/mL.

En el tratamiento con S. cerevisiae al 2 % 6.25 se registra el mayor
promedio de grados brix en relacion al promedio obtenido con S. cerevisiae al
4 % (3).

6.2 Recomendaciones
Para el proceso de fermentacion se deberia aplicar concentraciones
altas de levadura para aumentar la produccion del volumen y grados de

alcohol.

Se deberia realizar mas investigaciones acerca de otro tipo de
desechos lignocelulésicos para la produccion de bioetanol con el método de

extraccion acida.

Se establece como recomendacion realizar un estudio mas detallado
sobre la hidrélisis &cida, para mejorar la temperatura la cual permita el
rompimiento de la estructura celular; principalmente de la celulosa, que es la
que aporta mas azucares fermentables y buscar un microrganismo mas
enérgico para que fomente una mayor fermentacion de los multiples azlcares

gue se producen por la hidrolisis acida del bagazo de cafia de azucar.
Se recomienda realizar un estudio mas detallado sobre el pH, °brix,

densidad, acidez de la fermentacion en funciéon a la concentracion de levadura

gue se utilice.
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8 ANEXOS

Anexo 1.Lugar de recoleccion de cafia de azucar

53



Anexo 3.0btencion de bagazo de cafia de azlUcar
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Anexo 5. Reduccion de tamafo

Anexo 6.Reduccién de tamafio a 2 cm del bagazo de cafia de azUcar
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Anexo 7. Pesado del bagazo de cafia de azlUcar en balanza analitica

Anexo 8. Muestras de 250 gr con H2S0O4 3 % en autoclave T=125 °C por 15

minutos
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Anexo 9. Muestras con hidrdlisis acida en botellas de plastico con levadura

al 2 %y 4 % fermentado por 5 dias

Anexo 10. Neutralizacién de la muestra con NaOH=5 N
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Anexo 11.Preparacion y reposo de 2 horas de lavadura con glucosay peptona
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Anexo 13.Medicion del pH en la solucién extraida
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Anexo 15. Volumen de alcohol adquirido del proceso de destilacion

Anexo 16. Medicion de los grados de alcohol
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Anexo 17. Mediciéon de la densidad

Anexo 18. Promedio de andlisis de T — Student medicidn volumétrica

PFrueba T para muestras Independientes

Variable:V - Clasific:TRAT - pruska:Bilateral

Grupo 1 Grupo 2

T1 T2
n 4 4
Media 36,25 59,50
Varianza 56,25 44,33

Media (1) -Media(2) -23,25

LI {95) -35,52
L5({95) -10,58
pHomVar 00,8495
T -4,64
ol [
p—valor 00,0036
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Anexo 19. Estadistica de la normalidad shapiro-wilks medicion volumétrica

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable nmn Media D.E. W* pi(Unilateral )
Vil 4 36,25 7,50 0, o,1795
V2 4 59,50 6,66 0,88 0,3598

et

=
L]
=
L]

Anexo 20. Promedio de andlisis de T — Student eficiencia alcohdlica

Varigble:4a — Clasific:TRAT - pruska:Bilateral

Grupo 1 Grupo 2

Tl T2
1] 4 4
Media 18,00 25,50
Varianza 2,00 0,33
Media(l)-Hedia(2) -T7,50
LI (55) -9,37
L5 (595) -5,63
pHomVar 0,1753
T —-8,.82
gl o
p—wvalor Q0,0001
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Anexo 21. Estadistica de la normalidad shapiro-wilks eficiencia alcohdlica

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* pi{Unilateral D)
Bl 4 18,00 1,41 0,82 0,1574
B2 4 25,50 0,58 0,70 0,0118
I

Anexo 22. Estadistica de la prueba de Kruskal-Wallis eficiencia alcoholica.

Prueba de Ernskal Wallis

Variakble TEAT N Medias D.E. Medianmas gl C H =
L T1 4 18,00 1,41 17,50 1 0,96 5,33 00,0286
B T2 4 25,50 0,58 25,50
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