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RESUMEN

La industria procesadora de musaceas en Ecuador genera grandes cantidades de residuos
lignocelul6sicos, cuya gestion inadecuada representa un problema ambiental. La produccion
de bioetanol a partir de cascaras de platano verde tipo Barraganete (Musa paradisiaca) surge
como una alternativa para mitigar este impacto y aprovechar un recurso subutilizado. El estudio
se desarroll6 bajo un disefio factorial 3x2, donde se evaluaron tres tipos de hidrolisis (acida,
basica y enzimatica) y dos cepas de levadura (Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces
pastorianus), con tres réplicas por tratamiento. Se determin6 que la hidrélisis enzimatica fue
el pretratamiento mas eficiente, logrando mayores valores de sélidos solubles (10.70 °Brix) en
comparacion con los otros métodos. Asimismo, S. pastorianus mostré mejor desempefio en la
fermentacion, alcanzando hasta 47.67 °GL en combinacion con la hidrélisis enzimatica,
superando significativamente a S. cerevisiae. Estos resultados evidencian que la seleccion del
pretratamiento y la levadura adecuada son factores criticos para optimizar la produccion de
bioetanol. El anlisis estadistico confirmo la influencia significativa de los factores estudiados
en la conversion de biomasa en bioetanol (p < 0.0001), demostrando que este proceso no solo
es técnicamente factible, sino que también puede contribuir a la gestion sostenible de los
residuos agroindustriales. Con estos hallazgos, se resalta la importancia de continuar
optimizando las condiciones del pretratamiento y fermentacion para mejorar la eficiencia y

viabilidad del bioetanol como una fuente de energia renovable en Ecuador.

Palabras claves: Hidrdlisis enzimatica, conversion lignocelulésica, fermentacion alcohdlica,

eficiencia bioetandlica
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ABSTRACT

The banana-processing industry in Ecuador produces large amounts of lignocellulosic waste,
and improper disposal poses a serious environmental concern. Producing bioethanol from
green Barraganete plantain (Musa paradisiaca) peels offers a sustainable solution by
converting this underutilized biomass into a valuable resource. This study employed a 3x2
factorial design, evaluating three types of hydrolysis (acid, alkaline, and enzymatic) and two
yeast strains (Saccharomyces cerevisiae and Saccharomyces pastorianus), with three replicates
per treatment. Enzymatic hydrolysis was identified as the most effective pretreatment, yielding
the highest soluble solids content (10.70 °Brix) compared to other methods. Additionally, S.
pastorianus exhibited superior fermentation performance, reaching up to 47.67 °GL when
paired with enzymatic hydrolysis, significantly outperforming S. cerevisiae. Statistical analysis
confirmed the strong influence of both pretreatment and yeast strain on bioethanol yield (p <
0.0001), demonstrating the technical viability of this approach. These findings underscore the
importance of optimizing both pretreatment and fermentation conditions to improve process

efficiency and promote bioethanol as a viable renewable energy source for Ecuador.

Keywords: Enzymatic hydrolysis, lignocellulosic conversion, alcoholic fermentation,

bioethanol efficiency.
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Abstract:

La industria procesadora de musaceas en Ecuador genera grandes cantidades de residuos
lignocelulosicos, cuya gestion inadecuada representa un problema ambiental. La
produccion de bioetanol a partir de cascaras de platano verde tipo Barraganete (Musa
paradisiaca) surge como una alternativa para mitigar este impacto y aprovechar un
recurso subutilizado. El estudio se desarrolld bajo un disefio factorial 3x2, donde se
evaluaron tres tipos de hidrdlisis (acida, basica y enzimatica) y dos cepas de levadura
(Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces pastorianus), con tres réplicas por
tratamiento. Se determiné que la hidrdlisis enzimatica fue el pretratamiento mas eficiente,
logrando mayores valores de sélidos solubles (10.70 °Brix) en comparacion con los otros
métodos. Asimismo, S. pastorianus mostré6 mejor desempefio en la fermentacion,
alcanzando hasta 47.67 °GL en combinacién con la hidrélisis enzimatica, superando
significativamente a S. cerevisiae. Estos resultados evidencian que la seleccion del
pretratamiento y la levadura adecuada son factores criticos para optimizar la produccion
de bioetanol. El analisis estadistico confirmé la influencia significativa de los factores
estudiados en la conversion de biomasa en bioetanol (p < 0.0001), demostrando que este
proceso no solo es técnicamente factible, sino que también puede contribuir a la gestién
sostenible de los residuos agroindustriales. Con estos hallazgos, se resalta la importancia
de continuar optimizando las condiciones del pretratamiento y fermentacion para mejorar
la eficiencia y viabilidad del bioetanol como una fuente de energia renovable en Ecuador.

The banana-processing industry in Ecuador produces large amounts of lignocellulosic
waste, and improper disposal poses a serious environmental concern. Producing
bioethanol from green Barraganete plantain (Musa paradisiaca) peels offers a sustainable
solution by converting this underutilized biomass into a valuable resource. This study
employed a 3x2 factorial design, evaluating three types of hydrolysis (acid, alkaline, and
enzymatic) and two yeast strains (Saccharomyces cerevisiae and Saccharomyces
pastorianus), with three replicates per treatment. Enzymatic hydrolysis was identified as
the most effective pretreatment, yielding the highest soluble solids content (10.70 °Brix)
compared to other methods. Additionally, S. pastorianus exhibited superior fermentation
performance, reaching up to 47.67 °GL when paired with enzymatic hydrolysis,
significantly outperforming S. cerevisiae. Statistical analysis confirmed the strong
influence of both pretreatment and yeast strain on bioethanol yield (p < 0.0001),
demonstrating the technical viability of this approach. These findings underscore the
importance of optimizing both pretreatment and fermentation conditions to improve
process efficiency and promote bioethanol as a viable renewable energy source for
Ecuador.
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INTRODUCCION

La produccién de bioetanol en Ecuador ha experimentado un crecimiento significativo en los
altimos afios, impulsada por politicas gubernamentales que fomentan el uso de energias
renovables y la diversificacion de la matriz energética. Ecuador, con su abundante produccion
agricola y diversidad biologica, posee un potencial considerable para la generacion de
biocombustibles, destacandose especialmente en la produccion de bioetanol (Macias, Pérez, &
Torres, 2022). Este biocombustible se considera una alternativa viable a los combustibles
fosiles debido a su capacidad para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero y
contribuir al desarrollo econémico sostenible del pais (Montero de la Cruz, 2017).

El bioetanol es un biocombustible obtenido a través de la fermentacion de azlcares presentes
en diversas fuentes como la cafia de azucar, el maiz, el trigo, el arroz, y también en residuos
agricolas, forestales y organicos urbanos (Hernandez, 2016). Este biocombustible, utilizado de
forma pura 0 mezclado con gasolina, se ha consolidado como uno de los mas importantes en
la actualidad. Sin embargo, la dependencia de materias primas alimenticias encarece su
produccién y genera conflictos al competir directamente con la oferta de alimentos destinados
al consumo humano y animal (Aburto, Martinez, & Murrieta, 2008). Para enfrentar este
desafio, una solucion innovadora es el aprovechamiento de residuos lignocelulosicos, como la
cascara descartada del platano verde, lo que representa una alternativa prometedora para la
produccidn sostenible de bioetanol.

Las muséceas, particularmente el banano y el platano, son cultivos de gran importancia
econdmica y social en el pais, posicionandolo como uno de los principales exportadores
mundiales de estos productos. Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Ecuador, el
pais produce méas de 6 millones de toneladas de banano al afio, generando una considerable
cantidad de residuos en forma de rechazo, que incluye cascaras, tallos y hojas (Elbehri, y otros,
2015).

El objetivo de este proyecto es evaluar la viabilidad técnica de producir bioetanol a partir de
residuos lignocelulésicos de musaceas de rechazo en especial del platano verde tipo
Barraganete (Musa paradisiaca). Explorando el potencial de estos residuos como materia
prima para la produccion de biocombustibles, con un proceso eficiente que convierta dichos
residuos en bioetanol de manera sostenible y econdmica. Esto contribuira a la reduccién de

desechos agricolas y al desarrollo de fuentes de energia renovable en Ecuador.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion
1.1.1. Planteamiento del problema

En Ecuador, la produccién de muséceas, como el platano y la banana, es fundamental para la
economia nacional. Sin embargo, las grandes empresas que procesan estos productos, como las
dedicadas a la fabricacion de chips de platano, generan una cantidad significativa de
desperdicios (INIAP, 2021). Estos desechos, principalmente céascaras y otros residuos
lignocelulésicos, representan un desafio ambiental considerable debido a su acumulacién y

manejo inadecuado

La creciente necesidad de encontrar fuentes alternativas de energia se vuelve més apremiante
a medida que los recursos de combustibles fosiles se vuelven mas costosos. En este contexto,
el bioetanol producido a partir de residuos lignocelulosicos de musaceas, como las cascaras de
platano, se presenta como una opcion prometedora. Estos residuos contienen una gran cantidad
de biomasa que podria ser utilizada para producir biocombustibles, reduciendo asi el impacto

ambiental y aprovechando un recurso infrautilizado.

Diagnostico

En Ecuador, actualmente la produccién de bioetanol ha experimentado un notable crecimiento
impulsado por politicas orientadas a fomentar el uso de energias renovables. No obstante, el
pais enfrenta retos significativos en la gestion de residuos agricolas, especialmente los
provenientes de cultivos de musaceas como el platano tipo Barraganete (Musa paradisiaca).
Estas actividades generan grandes volimenes de residuos lignocelulosicos que, de no ser

manejados de forma adecuada, pueden derivar en serios problemas ambientales.
Prondstico

La falta de aprovechamiento de los residuos lignoceluldsicos de la cascara del platano podria
intensificar los problemas ambientales derivados de su acumulacion y manejo ineficiente,
incrementando la generacion de desechos agroindustriales sin una alternativa viable para su
valorizacién. Ademas, la dependencia de fuentes de energia convencionales seguiria
predominando, limitando el desarrollo de biocombustibles sostenibles como el bioetanol. La
ausencia de innovacion en el uso de estas materias primas no convencionales restringiria el
avance tecnoldgico en el sector agroindustrial, reduciendo las oportunidades de optimizacion

productiva y de generacién de beneficios econdmicos y ambientales a largo plazo.



1.1.2. Formulacion del problema

¢Seré viable elaborar bioetanol a partir de los residuos de la céscara del rechazo del platano
verde tipo Barraganete (Musa paradisiaca), utilizando técnicas biotecnoldgicas para
aprovechar estos desechos agroindustriales y fomentar la produccion de biocombustibles

renovables?
1.1.3. Sistematizacién del problema

¢Sera posible optimizar los procesos de pretratamiento y sacarificacién enzimatica para
convertir eficientemente los componentes lignocelulésicos de la cascara del platano verde tipo

Barraganete (Musa paradisiaca) en azUcares fermentables?

¢Qué cepas microbianas seran mas eficientes para la fermentacion de azucares derivados de

los residuos de la cascara del platano en la produccién de bioetanol?

¢Cual sera la eficiencia del proceso de produccion de bioetanol a partir de los rendimientos de

etanol obtenido y los grados alcohdlicos durante la fermentacion?
1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo General

e Elaborar bioetanol a partir de los residuos de la cascara del rechazo del platano verde
tipo Barraganete (Musa paradisiaca), utilizando teécnicas biotecnologicas para
aprovechar estos residuos agroindustriales y fomentar la produccion de

biocombustibles renovables
1.2.2. Objetivos Especificos

e Optimizar los procesos de pretratamiento y sacarificacion enzimatica para convertir
eficientemente los componentes lignoceluldsicos de la cascara del platano verde tipo
Barraganete (Musa paradisiaca) en azucares fermentables.

e Establecer las cepas microbianas mas eficientes (Saccharomyces cerevisiae y
Saccharomyces pastorianus) para la fermentacién de los azlcares liberados y la
produccién de bioetanol.

e Evaluar la eficiencia del proceso de produccion de bioetanol a partir de los rendimientos

de etanol obtenido y los grados alcohdlicos durante la fermentacion.



1.3. Justificacién

La creciente preocupacion mundial por la sostenibilidad y la proteccion del medio ambiente ha
impulsado una reevaluacion de las fuentes de energia tradicionales. En este contexto, los
biocombustibles se posicionan como una alternativa mas sostenible y respetuosa con el
entorno. Segun (Gracia, 2021), Ecuador ha experimentado una transformacion significativa en
el uso de energias renovables, alcanzando un 85% de generacidn energética a partir de estas
fuentes, lo que evidencia su compromiso con el desarrollo de alternativas energéticas

sostenibles.

Sin embargo, el éxito de los biocombustibles depende en gran medida de las materias primas
empleadas para su produccién (Ramos, Carrillo, Cedefio, & Ramos, 2023). Este proyecto
aborda el desafio de aprovechar los residuos lignocelulosicos del platano verde tipo
Barraganete (Musa paradisiaca), una fuente abundante de biomasa que actualmente se
desaprovecha o gestiona inadecuadamente. Estos residuos contienen celulosa, hemicelulosa y
lignina, componentes esenciales que pueden transformarse en bioetanol, un biocombustible
renovable y ambientalmente amigable. El llevar a cabo esta investigacion no solo contribuiria
a reducir el impacto ambiental asociado con los desechos de muséceas, sino que también
ofreceria una fuente de energia renovable, apoyando la sostenibilidad econdmica y ambiental

del pais.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual

2.1.1. Biocombustibles

A finales del siglo XIX comenzé la era del petroleo con la explotacién de yacimientos en
Pennsylvania, Estados Unidos, lo que marc6 su uso inicial para iluminacion y calefaccion.
Durante este periodo, conocido como la época del petréleo barato, esta materia prima fue
indispensable. Sin embargo, segin (Cabrera, GOmez, Martinez, & Quintero, 2000), las crisis
energéticas de los afios setenta impulsaron regulaciones enfocadas en economizar combustible,
aumentar la eficiencia de los motores de combustion interna y controlar las emisiones
contaminantes, marcando el inicio de una bulsqueda por alternativas al petréleo.
Posteriormente, como sefiala (Sosa, 2006), el avance tecnoldgico y las preocupaciones
ambientales han generado una tendencia hacia la disminucion del consumo de petroleo y su

eventual sustitucion.

Los combustibles més utilizados a nivel mundial, como la gasolina y el diésel, provienen del
petréleo, un recurso no renovable que genera una alta emision de gases contaminantes al ser
quemado. En respuesta a este problema, a lo largo de los afios se han desarrollado nuevos
combustibles basados en recursos renovables, entre ellos los biocombustibles obtenidos de
aceites vegetales (biodiesel) y los derivados de biomasa (bioetanol). Los biocombustibles estan
formados por alcoholes, éteres, esteres y otros compuestos quimicos, obtenidos a partir de
biomasa. Esta biomasa incluye plantas herbaceas y lefiosas, residuos provenientes de la
agricultura y la actividad forestal, asi como una amplia variedad de desechos industriales, entre

ellos los generados por la industria alimentaria (Abdullah, y otros, 2015).

2.1.2. Biomasa

La biomasa comprende un conjunto de materiales organicos y se considera una fuente de
energia renovable, basada en el uso de materia organica generada por procesos biologicos
recientes o de los productos derivados de ella. Tambiéen incluye materiales como los residuos
organicos presentes en aguas residuales, lodos de depuracion y fracciones organicas de residuos
solidos. La energia contenida en la biomasa proviene, en ultima instancia, de la energia solar

capturada por las plantas durante el proceso de fotosintesis (Arellano, 2021).



2.1.3. Bioetanol

El bioetanol es un biocombustible liquido renovable producido a partir de la fermentacion de
azUcares y almidones presentes en materiales organicos como cultivos agricolas (por ejemplo,
cafia de azlcar, maiz, trigo) y residuos lignocelulésicos (tallos, cascaras, madera, entre otros)
(Sigtencia, Delgado, Posso, & Sanchez, 2020). Se utiliza principalmente como un sustituto o
complemento de la gasolina en motores de combustion interna y es considerado méas amigable
con el medio ambiente debido a que su combustidén genera menos emisiones contaminantes en
comparacion con los combustibles fosiles. Ademas, el bioetanol contribuye a la economia
circular al aprovechar residuos agricolas y forestales como materia prima (Solarte, y otros,
2019).

2.1.3.1. El bioetanol en Ecuador

En Ecuador, diversos estudios han explorado la produccion de bioetanol utilizando diferentes
tipos de biomasa. (Garcia, Machimura, Matsui, & Miyauchi, 2014), evaluaron el potencial de
generacion de bioetanol a partir de residuos agricolas como el arroz, el banano y la cafia de
azucar, empleando un modelo predictivo para ubicar plantas de produccion en funcion del
potencial energético regional. (Prado & Cervantes, 2017) investigaron las variables clave que
influyen en el cultivo de cafa de azucar para la produccién de bioetanol, concluyendo que el
area sembrada es el factor mas determinante para la eficiencia del cultivo. Por otro lado,
(Guerrero & Mufioz, 2018) aplicaron un analisis de ciclo de vida para evaluar la sostenibilidad
ambiental y la capacidad de reducir emisiones de gases de efecto invernadero, obteniendo
resultados positivos. Ademas, se han explorado especies no convencionales, como la paja de
paramo (Stipa ichu), como fuente primaria para la produccion de bioetanol, con resultados
alentadores (Albarracin, Jaramillo, & Albuja, 2015)

2.1.4. Cascara de platano verde

El platano es una planta herbacea monocotiledonea perteneciente a la familia Musaceae.
Originario del sudeste asiatico, sus variedades se dividen segun su composicién gendémica en
Musa cavendish (bananos) y Musa paradisiaca (platanos) (Gibert, y otros, 2010). Actualmente,
el platano se cultiva en al menos 107 paises, alcanzando una produccién global superior a las
76 millones de toneladas métricas (Olumba, 2014). Es considerado el cuarto cultivo mas

importante a nivel mundial debido a su relevancia en la dieta basica, su alto volumen de



produccion, y su impacto econémico como producto de exportacion, generando empleo e

ingresos en las regiones tropicales y subtropicales.

De cada racimo cosechado, solo entre el 20 % y 30 % de la biomasa se utiliza, dejando un 70
% a 80 % sin aprovechar. Este material sobrante incluye el tronco con sus hojas, el brote floral,
el raquis y la céscara, que representa entre el 35 % y 40 % del platano. Este residuo es
potencialmente Gtil para fabricar productos de valor agregado como almidén (Melo-Sabogal,
Torres, Serna, & Torres, 2018), abono orgéanico, alimento para animales, harina para pastas y

productos de panificacion, pectinas empleadas en la industria alimentaria, y snacks procesados.

La céscara del platano estd compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina, cuya proporcion
varia segun el origen de la materia prima (Chavez, 2021). Ademas, es una fuente importante
de celulosa y se ha evaluado como materia prima para generacion de energia debido a su alto
poder calorifico (16,12 MJ/kg) y un contenido moderado de cenizas (9,92 % base seca), lo que

la hace competitiva frente a otras fuentes biomasicas (Rojas, Rodriguez, & Montoya, 2019).
2.1.4.1. Composicion nutricional de la cascara de platano verde

La cascara de banano estd compuesta principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina,
aungue su proporcion varia segun el origen del material (Monsalve, Medina, & Ruiz, 2006).
Este residuo contiene fibras vegetales que se clasifican en dos tipos: soluble e insoluble, cada
una con beneficios especificos para la salud. La fibra soluble contribuye a equilibrar los niveles
de colesterol en sangre, prevenir el cancer de colon, regular el transito intestinal y reducir la

glucosa elevada en la sangre (Gomez, Cos Blanco, & Iglesias, 2002)

En contraste, la fibra insoluble, formada por celulosa, lignina y algunas hemicelulosas, es
crucial para mejorar el transito intestinal. La celulosa, en particular, tiene un efecto laxante mas
potente que la fibra soluble, siendo especialmente beneficiosa para combatir el estrefiimiento
(Goémez, Cos Blanco, & Iglesias, 2002). Debido a estas propiedades, los remanentes de banano
representan una fuente valiosa de fibra vegetal para el consumo humano, con un gran potencial

para su aprovechamiento en productos alimenticios funcionales.



2.1.5. Técnicas biotecnoldgicas

La biotecnologia utiliza un conjunto de técnicas que permiten modificar organismos vivos,
transformar materiales de origen organico o aprovechar procesos bioldgicos. Sus aplicaciones
mas comunes se encuentran en sectores como la industria, especialmente en la
agroalimentacion, la salud y la proteccion del medioambiente. Actualmente, la integracion de
la ciencia y la tecnologia en el &mbito alimentario busca mejorar la calidad de los productos,
aumentar su productividad, optimizar sus propiedades saludables, como en el caso de los
probidticos, y desarrollar alimentos con un menor impacto ambiental (Infinitia Industrial
Consulting , 2022).

El crecimiento poblacional a nivel mundial ha llevado a un aumento significativo en la
demanda de alimentos, lo que ha impulsado la busqueda de soluciones innovadoras. Entre
estas, el uso de microorganismos para producir alimentos, aditivos y biomasa microbiana ha
abierto nuevas posibilidades, permitiendo la creacion de sabores, texturas y aromas Unicos, asi

como el descubrimiento de nuevos productos alimenticios (Ostos, Rosas, & Gonzélez, 2019).

Desde la década de 1970, la industria alimentaria ha incorporado técnicas biotecnoldgicas,
empleando microorganismos genéticamente modificados, enzimas, colorantes y otros
compuestos para mejorar las caracteristicas organolépticas, las propiedades nutricionales y la
productividad de los alimentos, respondiendo asi a las crecientes necesidades de la poblacion
global (Ostos, Rosas, & Gonzélez, 2019).

La produccion de compuestos quimicos mediante procesos metabolicos microbianos ofrece
una alternativa sostenible para reducir la dependencia de los combustibles fésiles en la
generacion de energia. Este enfoque no solo promueve un modelo energético mas respetuoso
con el medio ambiente, sino que también fomenta el desarrollo de tecnologias renovables,
posicionando a los microorganismos como aliados clave en la transicion hacia fuentes de

energia mas limpias (Ostos, Rosas, & Gonzalez, 2019).

Se estima que, en el futuro, al menos el 25 % de la bioenergia global podria provenir del biogas.
Investigaciones actuales buscan optimizar el proceso de metanogénesis mediante técnicas
avanzadas como la secuenciacion de préxima generacion (NGS), que permiten comprender en
profundidad la estructura y dinamica de las comunidades microbianas implicadas (Ennouri,

Miladi, Diaz, Solera, & Hamdi, 2016). Ademas, los aislamientos microbianos obtenidos a
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través de estos estudios representan una prometedora fuente de innovacién, con el potencial de
generar nuevos productos y servicios que expandan las aplicaciones de la biotecnologia en
diversas industrias (Boada, Sanchez, & Wen, 2018).

2.1.6. Sacarificacién enzimética

En una biorrefineria que utiliza materiales lignocelulésicos como materia prima, donde los
azucares actian como intermediarios clave, es fundamental descomponer la estructura del
material inicial para extraer los azUcares presentes en la celulosa y la hemicelulosa. Por ello,
se requiere implementar un sistema de pretratamiento previo al proceso de conversion (Conde,
Jiménez, & Halwagi, 2011).

El objetivo principal de las tecnologias de pretratamiento es incrementar la accesibilidad de las
enzimas a la biomasa y mejorar los rendimientos de azlcares fermentables. Para lograrlo, es
necesario modificar la estructura del material lignocelulésico mediante pretratamientos
especificos. La seleccion de la tecnologia més adecuada depende de la identificacion de los
factores estructurales que limitan el proceso. Entre estos factores criticos se encuentran: (1) la
superficie especifica del material, (2) el indice de cristalinidad de la celulosa, y (3) el grado de

polimerizacion (Badaraco & Veintimilla, 2019).

2.1.6.1. Pre-tratamientos

e Pretratamiento fisico: El principal objetivo del pretratamiento fisico es reducir la
cristalinidad, el tamafio de las particulas y el grado de polimerizacion de la biomasa.
Esto se logra mediante métodos mecanicos que alteran su estructura, facilitando la
hidrolisis enzimatica. Este enfoque no requiere el uso de reactivos quimicos o
biolégicos y permite aumentar la superficie de celulosa disponible para el proceso
(Akhtar, Gupta, Goyal, & Goyal, 2015).

e Pretratamiento quimico: Los acidos organicos, como el oxalico, acetilsalicilico y
salicilico, se utilizan como catalizadores en este método. También se emplean mezclas
de disolventes organicos o acuosos con &cidos inorganicos como HCI o H2SO4 para
romper los enlaces de lignina y hemicelulosa. Sin embargo, los acidos concentrados
son menos favorables debido a su naturaleza corrosiva y la necesidad de su
recuperacion para mantener la viabilidad econémica del proceso (Song, Wi, Kim, &
Bae, 2016).
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e Pretratamiento bioldgico: Este enfoque emplea microorganismos, como hongos,
capaces de degradar la lignina y producir enzimas que acttan sobre la hemicelulosa y
lignina de la biomasa. Es un método amigable con el medio ambiente y energéticamente
eficiente, ya que se realiza a bajas temperaturas y sin el uso de productos quimicos
(Sindhu, Binod, & Pandey, 2015).

2.1.7. Componentes lignoceluldsicos

Los materiales lignoceluldsicos ocupan un lugar destacado en la busqueda de soluciones
sostenibles debido a su abundante disponibilidad y a la diversidad de fuentes agroindustriales
que los generan. Estos subproductos se producen en grandes cantidades como residuos de
actividades agricolas, forestales e industriales, lo que los convierte en una materia prima

prometedora para desarrollar tecnologias innovadoras y sostenibles (Jara, y otros, 2022).

En un contexto global marcado por el progresivo agotamiento de los recursos petroliferos,
surge la necesidad urgente de encontrar alternativas basadas en recursos renovables. La
biomasa lignocelul6sica representa una opcion estratégica, ya que permite reducir la
dependencia de los combustibles fésiles al tiempo que promueve el aprovechamiento de
residuos agroindustriales. Segun (Bardales, Cabos, Ledn, & Jara, 2020), su uso en tecnologias
avanzadas no solo contribuye a mitigar el impacto ambiental, sino que también abre nuevas
oportunidades en la generacion de biocombustibles, materiales y productos quimicos de valor
agregado, posicionandose como un pilar fundamental para la transicion hacia un modelo

energético mas sostenible.

2.1.8. Cepas microbianas

2.1.8.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) es un hongo unicelular cuyo genoma nuclear consta
de 12.068 kilobases (kb) organizadas en 16 cromosomas (Offeau, Barrell, & Bussey, 1996).
Este genoma, completamente secuenciado, contiene alrededor de 6000 genes, de los cuales se
estima que 5570 son codificadores de proteinas. A lo largo de la historia, S. cerevisiae ha
desempefiado un papel fundamental en la civilizacion humana gracias a su amplio uso en la
fermentacién de alimentos y bebidas, lo que le otorga un gran valor comercial. La fermentacion

puede llevarse a cabo mediante el desarrollo espontaneo de microflora presente en la materia
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prima o a través de la adicion de cultivos de levadura pura, dependiendo del proceso y el

producto deseado (Parapouli, Vasileiadis, Afendra, & Hatziloukas, 2020).

2.1.8.2. Saccharomyces pastorianus

Saccharomyces pastorianus es una levadura de fermentacion baja que se caracteriza por
acumular espuma en el fondo del mosto durante el proceso. Este tipo de levadura tiene la
capacidad de fermentar una mayor cantidad de azUcares, lo que da lugar a un sabor mas fresco,
tipico de las cervezas tipo lager. Como hongo unicelular, S. pastorianus se reproduce
generando células hijas a través de procesos como la gemacion o la fision binaria. Su habitat
natural se encuentra en ambientes himedos con abundancia de nutrientes, particularmente

azucares, Yy requiere aminoacidos para su desarrollo 6ptimo (Dunn & Sherlock, 2008).

2.1.9. AzUcares fermentables

El termino fermentable se refiere a un grupo de azlcares que son susceptibles a la fermentacion,
entre los principales se encuentran: la glucosa, la fructosa y la maltosa, este parametro puede
servir como un indicador del proceso de hidrolisis, y también como indicador de la
fermentacion, ya que en ocasiones no es consumido por completo, e indica la tolerancia de las
cepas de lavadura a una concentracion de bioetanol. Su presencia en materias primas
renovables, como frutas, vegetales y granos, los hace fundamentales para diversas industrias,
donde permiten obtener productos de valor agregado de manera sostenible y eficiente (Guaraca,
2023).

2.1.10. Rendimiento del bioetanol

La determinacion del rendimiento en bioetanol evallda la eficiencia de conversion de una
materia prima en etanol mediante fermentacion. Este proceso implica pretratar la biomasa para
liberar azucares fermentables, como celulosa y hemicelulosa, que son convertidos en etanol
por microorganismos como Saccharomyces cerevisiae. El rendimiento se calcula como el
porcentaje de etanol obtenido respecto a los azucares iniciales disponibles, utilizando técnicas
analiticas como cromatografia de gases o densimetria para medir la produccién de etanol.
Factores como la composicion de la materia prima, la eficiencia del pretratamiento, las
condiciones del proceso y el desempefio de los microorganismos influyen directamente en el
resultado (Llangari, 2018).
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2.2. Marco Referencial

(Arellano, 2021), logré producir bioetanol a partir de residuos sélidos urbanos del mercado de
abasto de la Municipalidad Distrital de Huacho mediante hidrolisis acida, utilizando diferentes
concentraciones de acido sulfurico. Posteriormente, se llevo a cabo el proceso de fermentacion,
ajustando de manera Optima las concentraciones de levadura aplicadas a las muestras.
Finalmente, se cuantifico el bioetanol obtenido para realizar su caracterizacion fisicoquimica.
Los resultados mostraron que la pureza del alcohol obtenido estuvo en un rango de 10° a 30°.
El proceso parti6 de 200 gramos de materia orgénica y utilizd concentraciones de acido
sulfarico de 3, 5y 7 M, sometidas a una temperatura de 90 °C durante un tiempo de hidr6lisis
de 2 a 3 dias. La proporcion de levadura empleada fue del 4 % y 8 %, con un tiempo de

fermentacién de 7 a 12 dias.

(Segura, y otros, 2020), estudiaron un metodo para extraer celulosa del bagazo de pifia,
obteniendo glucosa a través de hidrolisis acida del bagazo y de la celulosa extraida. La glucosa
se neutralizé a un pH de 5.0, y posteriormente se llevo a cabo la fermentacion utilizando
Saccharomyces cerevisiae en un biorreactor tipo Batch con turbinas, manteniendo una
temperatura constante de 30 °C. Durante el proceso de fermentacion y posterior destilacion, se
lograron obtener 630 g de etanol con un 40 % de pureza. Sin embargo, el rendimiento estuvo
por debajo del tedrico o estequiométrico, lo que se atribuye a la incapacidad de S. cerevisiae
para convertir completamente los azlcares en etanol, posiblemente debido a la oxidacion
parcial del etanol a compuestos como acido acético. Ademas, el bajo grado de pureza del etanol
se asocio con la eficiencia limitada del método de separacion empleado, que fue la destilacion

simple.

En la investigacion de (Llenque, Diaz, Torres, & Segura, 2020) sobre la produccion de
bioetanol a partir de cascaras de Citrus reticulata (mandarina), Passiflora edulis (maracuyd) y
hojas de Eucalyptus globulus (eucalipto), se recolectaron los residuos vegetales en bolsas de
polietileno, se rotularon y trasladaron al laboratorio. Alli fueron lavados, desinfectados,
secados y molidos. A 1 kg de material molido se le afiadié 4 L de HCI al 1.0 M, calentandolo
a 100 °C durante 5 horas. Posteriormente, se filtré y se ajusto6 el pH a 4.5 utilizando NaOH al
1.0 M. El medio de produccion consistio en 2.2 L con 14° Brix, suplementado y fermentado
con Saccharomyces cerevisiae MIT-L51 (100 ml/L de hidrolizado) a temperatura ambiente

(23-25 °C) durante 7 dias en reposo. La mezcla fermentada fue destilada a 78 °C por 3 horas.
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Los rendimientos promedio obtenidos fueron de 3.8 + 0.2 % (v/v) para las cascaras de
mandarina, 4.2 £ 0.1 % (v/v) para las de maracuya, y 4.7 £ 0.1 % (v/v) para las hojas de
eucalipto, con un grado alcohdlico del 80 %. El analisis de varianza (95 % de confianza) mostro
diferencias significativas entre los rendimientos obtenidos (p < 0.05). Segun el test de Tukey,
cada promedio fue significativamente distinto, confirmando que el rendimiento varia segun el
tipo de residuo vegetal empleado. Estos resultados sugieren que los residuos evaluados tienen
potencial para la produccion de bioetanol a gran escala bajo condiciones similares a las del

ensayo, destacandose como una opcién viable para el aprovechamiento de biomasa residual.

Las observaciones de (Zamora, Prado, Capataz, & Barrera, 2014) en las demostraciones
practicas de los retos y oportunidades de la produccién de bioetanol de primera y segunda
generacion a partir de cultivos tropicales, analizaron diversas fuentes de materia prima para la
produccién de bioetanol, destacando tanto su potencial como sus limitaciones. En la
produccién de bioetanol a partir de hidrolizados de almidones, evaluaron el potencial de
carbohidratos mas complejos para la produccion de bioetanol, implementando pretratamientos
quimicos para adaptarlos al proceso. La produccion a partir de tubérculos, como papa, camote
y malanga, mostro resultados similares a los obtenidos con jugos; sin embargo, debido a los
menores rendimientos agricolas de estos cultivos, su potencial quedé rezagado frente a la cafia
de azlcar. Especificamente, los rendimientos fueron un 23 % inferiores para la papa, 40 % para
el camote y 90 % para la malanga. Estos tubérculos presentan caracteristicas contrastantes:
mientras la papa y el camote son cultivos tradicionales con un conocimiento agricola bien
establecido y alta productividad, la malanga, al ser de reciente introduccion, enfrenta desafios

asociados a su manejo agricola incipiente y baja productividad en el campo.

En cuanto a la produccion de bioetanol a partir de jugos frutales y cinéticas de crecimiento, se
observé una relacion inversa entre la disminucion de los carbohidratos solubles y el incremento
de biomasa y produccion de etanol durante las primeras 24 horas de fermentacion. Este
comportamiento demuestra como la levadura consume los carbohidratos solubles para producir
etanol y generar biomasa celular. Sin embargo, al prolongar el proceso mas alla de las 24 horas,
se evidencié una disminucion en la eficiencia del cultivo, a pesar de que aun quedaban
carbohidratos disponibles. Este estancamiento en el crecimiento de la levadura y la produccién
de etanol se atribuy6 al efecto inhibitorio del propio etanol sobre el cultivo, lo que resalta la

necesidad de optimizar los tiempos de fermentacidn para maximizar la productividad.
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(Badaraco & Veintimilla, 2019) estudiaron, la cinética de bioconversion de la céscara de
banano maduro en bioetanol mediante procesos de sacarificacion y fermentacion alcohdlica,
con el objetivo de aprovechar residuos organicos, en este caso, la cascara de banano, como una
alternativa frente a la escasez de fuentes de energia no renovables. La caracterizacién inicial
de los componentes lignocelulésicos de la céscara se realizd mediante analisis
termogravimétrico, determinando un contenido de lignina, celulosa y hemicelulosa del
21.12+0.24 %, 19.33+£0.28 % y 11.43+0.39 %, respectivamente.

La produccion de azucares reductores durante el proceso aerobio se cuantifico utilizando el
método del acido dinitrosalicilico (DNS) mediante espectrofotometria UV-Visible a una
longitud de onda de 540 nm. Para la hidrolisis enzimética, se emplearon tres tratamientos con
distintas cantidades de indculo: 30 puL/g (D1), 60 puL/g y 90 uL/g de sustrato procesado. El
mejor rendimiento se obtuvo con el tratamiento D1 a las 4 horas de hidrolisis, alcanzando una
concentracion de 4750 ppm de azUcares reductores. Posteriormente, para la fermentacion
alcoholica, se inactivo la enzima mediante autoclave a 121 °C durante 15 minutos. La
fermentacion se llevd a cabo en un biorreactor cerrado de color ambar durante 96 horas,
utilizando Saccharomyces cerevisiae previamente activada a 37 °C con un 10 % de sacarosa
durante 48 horas. La levadura activada se afiadio en una proporcion de 1 mL por cada 1000 mL
de hidrolizado. El bioetanol obtenido fue cuantificado mediante cromatografia de gases,
registrando un tiempo de retencion de 3 minutos y un area de 993976.9 uV*s. Los resultados
finales mostraron 11050 ppm de azUlcares reductores (11.05+0.44 g/L) y 7609 ppm de etanol
(7.620.17 g/L), lo que confirma el potencial de la cascara de banano como materia prima para

la produccion de biocombustibles.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacién

La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Bromatologia de la Universidad Técnica
Estatal de Quevedo, ubicado en el Campus "La Maria", en la provincia de Los Rios, Ecuador,
especificamente en el sector situado en el kilometro 72 de la via Quevedo-Mocache, al suroeste
del corporativo Oriental, a una latitud de -1,080109° o 1° 4' 48" S y una longitud de -
79,501362° 0 79° 30" 4" W.

Figura 1. Ubicacion geografica de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo — Campus “La
Maria”

Universidad Tecnica
Estatal de Quevedo™:

Elaborado: (Google Maps, 2025).

3.1.1. Materia prima

La materia prima de esta investigacion seran las cascaras del rechazo de musaceas verdes tipo

barraganete, recolectadas en chifleras.

3.2. Métodos de investigacion
3.2.1. Investigacion analitica

Esta investigacion permitié evaluar los procesos involucrados en la conversion de residuos
organicos en bioetanol, centrdndose en el pretratamiento, la hidrélisis enzimatica y la
fermentacion. Este enfoque fue crucial para identificar los factores que influyen en la eficiencia

del proceso, proporcionando datos valiosos para optimizar la produccién de biocombustibles
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renovables y promoviendo su viabilidad como alternativa sostenible frente a las fuentes de

energia no renovables.

3.2.2. Investigacion experimental

La investigacion experimental permiti6 manipular y controlar variables especificas para
observar los efectos directos en los procesos de conversion de residuos orgénicos en bioetanol.
Este enfoque fue esencial para validar hip6tesis relacionadas con el rendimiento y la eficiencia

de las técnicas empleadas, como el pretratamiento quimico y la fermentacion alcohdlica.

3.2.3. Investigacion Descriptiva

Se centrd en caracterizar las propiedades de la biomasa utilizada, como su composicion
lignoceluldsica y la concentracion de azlcares reductores. Este método proporciono una vision
detallada de las caracteristicas fisicas y quimicas del material, sirviendo como base para

planificar y ajustar los procedimientos experimentales.

3.2.4. Investigacion cuantitativa

Por medio de ella se logré analizar y medir con precision los resultados obtenidos, como el
contenido de etanol, la eficiencia de conversion y los rendimientos en azlcares. Este enfoque
estadistico asegurd la validez y confiabilidad de los datos, facilitando comparaciones y

conclusiones objetivas sobre el proceso estudiado.

3.3. Métodos de investigacion
3.3.1. Método analitico

Este método permitié desglosar los procesos de conversion de residuos en bioetanol en etapas
clave, como el pretratamiento, la hidrdlisis enzimatica y la fermentacion. Su aplicacion facilito
la identificacidn de variables criticas y la relacion entre los componentes que influyen en la

eficiencia del sistema.

3.3.2. Método de observacién

A través de la observacion directa, se registraron cambios relevantes durante cada fase
experimental, como la transformacion de los azlcares reductores y la produccién de etanol.
Este enfoque asegur6 un analisis detallado y preciso de los fendmenos ocurridos durante el

proceso.
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3.3.3. Método inductivo

Con este método, se generalizaron los hallazgos obtenidos en los experimentos hacia
conclusiones méas amplias, aplicables a contextos similares en la produccion de bioetanol. Los
resultados especificos sirvieron para formular hip6tesis y establecer principios relacionados

con el aprovechamiento de residuos agroindustriales.

3.4. Fuente de recopilacion de la informacion

Se llevo a cabo un analisis exhaustivo de materiales académicos y técnicos, incluyendo
articulos cientificos, libros especializados, informes previos y normativas relevantes. La
recopilacion de informacion se realizo utilizando bases de datos como ProQuest, IEEE Xplore,
Elsevier y Biblioteca Virtual Miguel de Cervantes. Ademas, se realizaron reuniones periodicas
con el asesor de tesis para evaluar los datos obtenidos y realizar un analisis critico de los

resultados.

3.5. Disefio de la investigacion

En este estudio, se empled un arreglo factorial 3 x 2, para evaluar los efectos de diferentes tipos
de pretratamiento y tipos de levadura en la produccion de bioetanol a partir de cascaras de
platano verde tipo Barraganete (Musa paradisiaca). Los factores evaluados fueron: tipo de
pretratamiento (con tres niveles: &cido diluido, alcalino y enzimatico) y tipo de levadura (con
dos niveles: Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces pastorianus). Este disefio factorial
permitio evaluar no solo los efectos principales de cada factor por separado, sino también la
posible interaccion entre los tipos de pretratamiento y las levaduras utilizadas. Se aplico un
andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar la significancia estadistica de los factores y su
interaccidn sobre las variables de respuesta (°Brix y grados alcohdlicos). En los casos donde
se identifican diferencias significativas (p < 0.05), se aplicd la prueba de comparacion de

medios de Tukey HSD para discriminar entre tratamientos.
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3.5.1. Factores de estudio

Tabla 1.

Factores de estudio para el disefio

Factores de estudio Simbologia Descripcion
ao Acido (H2S042 %)
Factor A: Tipo de Pretratamiento ar Alcalino (NaOH 2 %)
a2 Enzimatico
) bo Saccharomyces cerevisiae
Factor B: Tipo de Levadura
b1 Saccharomyces pastorianus

Elaborado: Autora

Tabla 2.

Tratamientos a realizar en el disefio experimental

Tratamiento Pretratamiento Levadura Réplica Réplica Reéplica
1 2 3

T1 Acido (H:S04206)  S2CCNAromyces o1 1yps T1R3
cerevisiae

T2 Acido (H:S0,206)  S2CCharomyces — pop1 pops  T2R3
pastorlanus

T3 Alcalino (NaOH 2 %) ~ S3CCNaromyces  ap; - apo T3R3
cerevisiae

T4 Alcalino (NaOH 2 9) ~ S3CCharomyces . o, g0 T4R3
pastorlanus

T5 Enzimético Saccharomyces  opq  y5R2 TBR3
cerevisiae

T6 Enzimético Saccharomyces  pgpq ey T6R3

pastorianus

Elaborado: Autora
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Tabla 3.
ANOVA para el disefio experimental AxB

Fuente de Suma de Grados de Media cuadratica Razon de
variacion cuadrados libertad varianza
Tratamientos SCT ( 6(t-1_)1=) 5 CMT =SCT/(t-1) CMT / CME
Factor A SCFa (3(:_) D 5 CMEA=SCEAZI=D oMF, / oME
Factor B SCFs (2(:_)1:) . CMFs =SCFs /(=D oMPy / cME
FactorAxB  SCFas é_fal')l zz(f;’)liz CMF ag/(fi-1) (f-1) CM¥an

t(r-1) CME =SCE/(t—1) (r-1)
Error SCE 6(3-1)=12
(t*r)—1
Total SCT 6%3)—1=17

Elaborado: Autora

3.5.2. Variables estudiadas
¢ Rendimiento de bioetanol
e pH
e Densidad
e Azucares fermentables (g/g biomasa)
e Etanol teorico (g)
e Eficiencia de fermentacion (%)

e Grados alcoholicos
3.6. Instrumentos de investigacion

3.6.1. Descripcion del proceso de elaboracion del bioetanol

e Preparacion de la materia prima: Para el desarrollo experimental, se recolectaron y
procesaron cascaras de platano descartadas. Se pelaron 50 platanos y se picaron en
fragmentos de aproximadamente 2 mm de tamafio, obteniendo un total de 2730 g de
cascara picada. Posteriormente, la muestra se sometié a un proceso de deshidratacion
en un horno a 65 °C durante 72 horas, reduciendo el peso total a 434 g de céscara

deshidratada, la cual se utilizé en los procesos de hidrolisis.
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Hidrolisis (Conversion de la biomasa en azlcares fermentables): Para romper la
estructura lignoceluldsica de la biomasa y liberar los azlcares fermentables, se
implementaron tres métodos de hidrolisis: acida, basica y enzimatica.

Hidrolisis acida: Se pesaron 100 g de céscara deshidratada, se autoclavaron junto con
500 mL de agua destilada a 15 psi durante 30 minutos. Luego de enfriada la muestra se
afiadieron 500 mL de acido sulfurico ajustando la concentracion del mismo al 2 %.
(v/v). Posteriormente se mantuvo bajo calentamiento por unas 4 horas a una
temperatura de ebullicion de la solucién. Terminado el tiempo se dejo enfriar y se
ajustd el pH a 7 empleando una solucion de hidréxido de sodio al 1.0 M. A
continuacion, el hidrolizado se centrifugd para separar los solidos del liquido. El
filtrado obtenido presenté un °Brix de 7.8 (R1), 7.3 (R2) y 7.1 (R3), evidenciando la
liberacion efectiva de azUcares solubles durante el proceso, lo cual es consistente con
lo mencionado en la literatura (Tewari et al., 1986).

Hidrdlisis béasica: Se repitio el procedimiento anterior, pero utilizando 200 g de cascara
deshidratada y 500 mL de hidroxido de sodio al 2 %. Posteriormente, el pH se ajusto a
7 con una solucion acida y se centrifugo la mezcla. EIl °Brix obtenido en los filtrados
fue de 5 (R1), 4.4 (R2) y 8.6 (R3). Metodologia modificada de Tewari et al (1986).
Hidrdlisis enzimatica: Se utilizaron 134 g de cascara deshidratada, mezclados con
1000 mL de agua destilada, y se autoclavaron. Luego, se ajusto el pH de la solucién en
un rango de 6.0 y 6.5 antes de agregar 15 mL de la enzima alfa-amilasa e incubar la
mezcla a 80 °C con agitacion continua, durante una hora. Posteriormente, el pH se
ajusto entre 4.5y 5.5 y se afiadieron 27 g de la enzima pectinasa, y se incub6 con
agitacion continua a 50 °C durante dos horas. El ajuste se hizo con una solucion de
acido sulfarico al 2 % en las muestras con pH superiores al rango de trabajo de la
enzima y con una solucién de hidroxido de sodio 0.1 M para aquellas muestras con pH
por debajo del rango de trabajo de la enzima (esto es para el primer paso de la hidrolisis
enzimatica) ya para el segundo paso con la otra enzima se ajusto el pH empleando una
solucion de acido sulfarico al 2 %. La mezcla se centrifugd, obteniendo un filtrado con
un °Brix de 10.1 (R1), 11.9 (R2) y 10.1 (R3). Metodologia modificada de Oberoi et al.
(2011).

Fermentacidn (conversion de los azlcares en etanol): EI mosto obtenido en cada tipo
de hidrélisis fue dividido en dos muestras de 500 mL, utilizando Saccharomyces

cerevisiae y Saccharomyces pastorianus como cepas fermentadoras. EI pH se ajust6 a
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5.0, utilizando &cido acético al 5 % v/v, para los mostos &cidos y basicos, y con solucién
diluida de hidréxido de sodio en el caso del mosto enzimatico. La preparacion de las
dos cepas de levadura se realizé con 0.5 g de levadura seca activa, las cuales fueron
hidratadas en 50 mL de agua estéril en un rango de temperatura de 35-40°C con 2.5 ¢
de azlcar, dejandola reposar 10-15 minutos. Luego, se afiadié 0.25 g del nutriente
Fermaid K y se inoculd en el mosto. El proceso de fermentacion duré 6 dias,
manteniendo una temperatura inicial de 32 °C con agitacion ligera cada 12 horas.
Posteriormente, la temperatura se redujo gradualmente a 15 °C para la fase de
maduracion, permitiendo el desarrollo 6ptimo de los microorganismos hasta alcanzar
niveles adecuados de etanol. Metodologia adaptada de Singh et al. (2014).

Destilacion Fraccionada (separacion del bioetanol): Finalizada la fermentacion, se
realizé una destilacion fraccionada, obteniendo 30 mL de bioetanol por réplica. Este
volumen representa la fase mas volatil del destilado, lo que permite separar y concentrar
el etanol generado durante la fermentacion.

Envasado: El bioetanol obtenido fue cuidadosamente transferido a recipientes de
vidrio previamente esterilizados para garantizar la pureza del producto. Estos
recipientes fueron sellados herméticamente para evitar la evaporacion o contaminacion
del etanol, asegurando su almacenamiento seguro y facilitando su posterior uso o

analisis.
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3.6.1.1. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion del bioetanol a partir de céscara de

platano

Figura 2.

Diagrama de flujo de elaboracion de bioetanol

Cascara de platano ———»
verde tipo

Preparacion de la
materia prima

Barraganete, en trozos
de 2 mm

A\ 4

Deshidratacion
65 °C *72 h

Hidrolisis
15 psi * 30 min

\4

Ajuste de pH

500 ml por tipo
de levadura

Preparacion del mosto

A4

»  Saccharomyces
cerevisiae
e Saccharomyces

Preparacion del medio
de fermentacion

pastorianus

Fermentacién
32°C*12h

Destilacion Fraccionada
30 mL por réplica 78 °C

Elaborado: Autora

l

Envasado

Hidrdlisis Acida (con
H,SO, al 2 %)
Hidrolisis Basica (con
NaOH al 2 %)
Hidrélisis Enzimatica
(con a-amilasa y
pectinasa)




3.6.1.2. Balance de materia del proceso de elaboracion del bioetanol a partir de cascara de
platano

Figura 3.

Balance de materia de la elaboracién de hioetanol

Céscarafrescade ——  »{  Preparacion de la
platano 2730 g materia prima

v2730 g cascara picada

. : q Deshidratacion ——» 2296 g de agua eliminada
2730 g céscara picada 65 °C *72 h

434 g cascara seca

Hidrolisis
434 g cascaraseca ——— P 15 pSi * 30 min
e Hidrolisis Acida 100 g
i e  Hidrolisis Basica 200 g
A e  Hidrolisis Enzimética 134 g
Ajuste de pH
A
500 ml por de ..
levadura —*| Preparacion del mosto
500mLx2=1L
\4
Preparacion del medio
de fermentacion
1 L mosto , Fermentacion
fermentado 32°C*12h

Etanol en solucion

Destilacion Fraccionada
30 mL por réplica 78 °C

180 mL de bioetanol por tipo de
hidrdlisis (6 réplicas x 30 mL)

Envasado

Elaborado: Autor
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3.6.2. Descripcion de los rendimientos y andlisis fisico quimicos

e Rendimiento de bioetanol

Se determindé comparando la cantidad real de etanol obtenida tras la destilacion con la cantidad
tedrica maxima estimada a partir de los azucares fermentables disponibles. Para ello, se asumio
la conversidn tedrica de que 1 gramo de glucosa genera un maximo de 0.51 gramos de etanol,
segun lo establecido por (Rabi, Kumar, & Krushna, 2022). La cantidad experimental de
bioetanol obtenida en gramos se dividié entre la cantidad tedrica maxima de etanol calculada

y se multiplicé por 100 para obtener el rendimiento en porcentaje.

opH

El pH del mosto se midié directamente durante el proceso de fermentacion, ajustandose a las
necesidades especificas de cada tipo de hidrdlisis y levadura utilizada. Dado que el pH influye
en la actividad enzimatica y en la viabilidad de las levaduras, se realizd un monitoreo constante
para asegurar que las condiciones fueran Optimas para cada etapa del proceso. Este tipo de
metodologia es cominmente conocida como "monitoreo de pH en tiempo real” y se ajusta a
las condiciones especificas de cada tratamiento, permitiendo optimizar la conversion de

azucares en etanol y garantizar una fermentacion eficiente.
e Densidad

Se determino la densidad del bioetanol mediante el uso de un picnémetro de 25 mL siguiendo
la metodologia descrita por la AOAC (2000). Primero, se peso el picnémetro vacio y seco en
una balanza analitica con una precision de 0.0001 g. Luego, se llend el picnémetro con el
bioetanol previamente destilado y enfriado a una temperatura de 20 °C, y se volvid a pesar.
Posteriormente, se repitié el procedimiento utilizando agua destilada a la misma temperatura
como referencia. Finalmente, la densidad se calculd dividiendo la masa del bioetanol entre el
volumen exacto del picndmetro, ajustado a la temperatura de referencia. Esta técnica permitié
obtener un valor de densidad confiable y reproducible para la muestra de bioetanol analizada
(AOAC, 2000).
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e Azlcares fermentables (g/g biomasa)

La cantidad de azUcares fermentables (g/g biomasa) se determiné aplicando la conversion de
solidos solubles medidos en °Brix, considerando que los °Brix representan gramos de sélidos

solubles totales por cada 100 mL de muestra. Para ello, se utilizé la formula:

o

Azucares (g) = ( * Volumen(mlL) * densidad))

100

Posteriormente, este valor se dividié entre la cantidad de biomasa inicial utilizada en el
pretratamiento (g de cascara deshidratada) para expresar los azUcares fermentables por gramo
de biomasa procesada. Esta metodologia es una practica comuin en estudios de fermentacion y

aprovechamiento de biomasa, como lo describen (Bailey & Ollis, 1986).
e Etanol teorico (g/)

Esto se realizo considerando la conversion estequiometrica clasica de azucares a etanol, donde
1 gramo de glucosa genera aproximadamente 0.51 gramos de etanol, siguiendo la ecuacion de
la fermentacion alcoholica descrita por (Shuler & Kargi, 2017). La cantidad de azUcares
fermentables obtenida experimentalmente fue multiplicada por este factor (0.51) para estimar
el maximo de etanol que podria producirse bajo condiciones ideales. Este célculo permitio
establecer una base para comparar el rendimiento experimental de bioetanol frente al valor

tedrico maximo posible.
CsH1206—2C2Hs0H+2CO;
e Eficiencia de Fermentacion (%)

La eficiencia de fermentacion (%) se calculd dividiendo la cantidad de bioetanol obtenido
experimentalmente (g) entre el etanol tedrico estimado (g), basado en la conversion
estequiométrica de los azlcares fermentables disponibles. Posteriormente, este valor se
multiplicé por 100 para expresar el resultado en porcentaje, siguiendo la metodologia propuesta
por (Stanbury, Whitaker, & Hall, 2017).

Etanol obtenido
Eficiencia (%) = ) * 100

Etanol teorico (g)
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e Grados alcohdlicos

Los grados alcohdlicos (% v/v) se determinaron siguiendo el procedimiento establecido en la
NTE INEN 340:2016 para "Bebidas alcohdlicas - Determinacion de grados alcohdlicos
volumeétricos". El destilado obtenido se llevo a una temperatura de referencia de 20 °C. Luego,
se vertié en una probeta aforada de 100 mL vy se introdujo cuidadosamente un alcoholimetro
con escala ajustada para lectura a 20 °C. Posteriormente, se espero la estabilizacion de la lectura

y se registro el valor observado.

3.7. Tratamiento de datos

En este estudio, se evaluaron tres tipos de hidrdlisis: &cida, béasica y enzimatica, con el objetivo
de determinar cuél de estos métodos permite una mejor conversion de los componentes
lignoceluldsicos de la cascara del platano verde tipo Barraganete en azucares fermentables.
Ademas, se analizaron dos cepas de levadura, Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces
pastorianus, para evaluar su eficiencia en la fermentacion de los azlcares liberados y su

impacto en la produccion de bioetanol.

El disefio experimental seguido fue un disefio factorial 3x2, en el que se combinaron los tres
tipos de hidrdlisis con las dos cepas de levadura, resultando en seis tratamientos diferentes,
cada uno con tres réplicas, lo que permitié garantizar la confiabilidad de los datos obtenidos.
Las variables de respuesta consideradas fueron los grados Brix (°Bx), que indican la cantidad
de azucares solubles obtenidos tras cada proceso de hidrolisis, y posteriormente, los grados
alcoholicos (°GL), los cuales fueron medidos tras la fermentacidn para determinar el contenido
de etanol producido en cada tratamiento. Este enfoque permitio una evaluacion integral del
rendimiento de cada método y su impacto en la eficiencia del proceso de produccion de

bioetanol.
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3.8. Recursos humanos y materiales

Tabla 4.

Recursos humanos y materiales para la realizacion del proyecto de investigacion

Recursos humanos

Tesista: Azanza Quevedo Sandra Vanessa
Director: Ing. Loguard Smith Rojas

Materia Prima

- Cascara de platano verde tipo
Barraganete (Musa paradisiaca) del

rechazo

Equipos

- Sala de pruebas

- Refrigerador

- Balanza

- Matraz Kjeldahl

- Microscopio

- Calculadora

- Controlador de temperatura

- Placas de estiramiento

Reactivos

- Acido Diluido (H2S04 o HCI)

- Alcalino (NaOH o Ca(OH)2)

- Enzimas Celuloliticas y Hemiceluloliticas
- Levaduras (Saccharomyces cerevisiae y

Saccharomyces pastorianus)
Materiales

- Platos o tazas limpias

- Fork (tenedor)

- Vasos de precipitados

- Pipetas

- Cépsula de porcelana
- Placas petri

- Marcadores de medicion

- Moldes

Elaborado: Autora
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados
4.1.1. Resultados correspondientes a los analisis fisico quimicos

Tabla 5.

Solidos solubles, densidad, azlicares, etanol tedrico por método y réplica

Tratamiento °Brix Densidad (g/mL) Azucares (g) Etanol Tedrico (g)
Hidrdlisis Acida 7.8 1.031 40.21 20.51
Hidrdlisis Acida 7.3 1.028 37.52 19.14
Hidrolisis Acida 7.1 1.027 36.46 18.59
Hidrolisis Basica 5 1.016 25.40 12.95
Hidrolisis Basica 4.4 1.013 22.29 11.37
Hidrolisis Basica 8.6 1.036 44.55 22.72
Hidrolisis Enzimatica 10.1 1.048 52.92 26.99
Hidrolisis Enzimatica 11.9 1.059 63.01 32.14
Hidrolisis Enzimatica 10.1 1.047 52.87 26.97

Elaborado: Autora

Anélisis

La hidrolisis enzimatica gener6 las mayores concentraciones de azucares fermentables, con
valores que variaron entre 52.87 g y 63.01 g, asociadas a °Brix superiores (10.1 a 11.9) y
densidades mayores a 1.04 g/mL. En segundo lugar, la hidrolisis &cida obtuvo azucares en el
rango de 36.46 g a 40.21 g, con °Brix de 7.1 a 7.8 y densidades entre 1.027 y 1.031 g/mL.
Finalmente, la hidrdlisis basica presentd los resultados mas bajos, con valores de 22.29 g hasta

un maximo de 44.55 g, este Ultimo considerado un valor atipico debido al aumento puntual en

°Brix (8.6) y densidad (1.036 g/mL) en una réplica especifica.

Discusion

Los resultados evidencian que la hidrolisis enzimatica fue la mas efectiva en la liberacion de
azucares fermentables a partir de la cascara de platano verde tipo Barraganete, lo que concuerda
con estudios como el de Singh et al. (2014), quienes demostraron que el uso de enzimas

especificas como amilasa y pectinasa mejora significativamente la liberacion de azlcares desde

matrices lignoceluldsicas debido a la ruptura eficiente de polisacaridos complejos. Por otro
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lado, la hidrdlisis acida mostr6 una eficiencia intermedia, lo cual coincide con lo reportado por
Abdullah et al. (2015), donde se observara que la hidrolisis con &cido sulfurico al 2 % libera
azucares, pero su eficiencia depende de la concentracién y el control del pH, ya que en exceso
puede provocar la degradacién de monosacaridos a compuestos inhibidores como furfural.
Finalmente, la hidrolisis basica present6 los menores rendimientos, lo cual podria atribuirse a
la liberacién de compuestos fenolicos derivados de la fraccion lignina, que interfieren en la
eficiencia de liberacion de azlcares fermentables. Este efecto ha sido ampliamente
documentado, sefialandose que dichos compuestos fendlicos actian como inhibidores tanto de
enzimas hidroliticas como de microorganismos fermentadores, afectando procesos clave como
la hidrélisis enzimatica y la fermentacion alcohdlica (Jonsson et al., 2013; Klinke et al., 2004).
Su toxicidad ha sido relacionada con su capacidad para alterar la permeabilidad y funcionalidad
de las membranas celulares, inducir estres oxidativo y precipitar proteinas enzimaticas,

reduciendo asi la eficiencia global del proceso de conversion.

En cuanto al contenido de etanol tedrico maximo, se evidencia una correlacion directa con la
cantidad de azucares fermentables disponibles. La hidrélisis enzimatica, al generar las mayores
concentraciones de azUcares, permitio proyectar un etanol teorico significativamente superior
en comparacion con los otros métodos. Esta tendencia reafirma la alta capacidad de las enzimas
para romper las estructuras lignoceluldsicas y liberar carbohidratos fermentables en mayor
proporcion, como también lo ha destacado (Oberoi, Vadlani, Saida, Bansal, & Hughes, 2011),
al evaluar residuos agroindustriales. En contraste, la hidrélisis acida se mantuvo en niveles
moderados, limitada probablemente por la formacién de subproductos secundarios durante el
pretratamiento. Finalmente, la hidrolisis basica reflejé el menor potencial teoérico, sugiriendo
que bajo las condiciones empleadas no logré una degradacion eficiente de la biomasa, tal como
han sefialado otros estudios enfocados en pretratamientos alcalinos de baja intensidad (Jebabli,
Nsir, Taamalli, & Abu-Reidah, 2020).

Estas diferencias reafirman que la eleccién del método de hidrolisis es un factor determinante
para maximizar la eficiencia global del proceso bioguimico. El analisis estadistico (ANOVA,
p <0.0001) y la prueba de Tukey (a = 0.05) confirmaron que la hidrélisis enzimatica presentd
diferencias significativas en solidos solubles (10.70 °Brix) frente a la hidrélisis acida (7.40
°Brix) y bésica (6.00 °Brix), tal como se detalla en la Tabla 7. Esto valida que la hidrélisis
enzimatica no solo maximiza la liberacion de azlcares, sino que también optimiza el

rendimiento global del proceso bioquimico, cumpliendo con el objetivo central del estudio.
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4.1.2. Resultados del andlisis de la varianza y prueba de significacion para solidos solubles

obtenidos de los procesos de hidrolisis

Tabla 6.

Cuadro de Analisis de la Varianza (sélidos solubles)

Fuente GL SC CM F p-valor
Tratamiento 2 36.1533 18.0767 25.4061 0.0005
Error 6 4.2678 0.7113
Total 8 40.4211

Elaborado: Autora

Tabla 7.

Medias por tratamiento y agrupacion segun Tukey (o. = (0.05)

Tratamiento Media Grupo
Hidrolisis Enzimética 10.7 A
Hidrdlisis Acida 7.4 B
Hidrolisis Béasica 6.0 B

Elaborado: Autora

Figura 4.

Medias por tratamiento

Medias por Tratamiento y Grupos segun Tukey (a = 0,05)
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Tabla 8.

Comparaciones multiples (Tukey HSD)

Comparacion Diferencia p-valor Significancia
Hidrolisis Enzimatica — Acida 3.3 0.0323 *
Hidrolisis Enzimética — Bésica 4.7 0.0016 *
Hidrdlisis Acida — Bésica 1.4 0.3886 sd

Elaborado: Autora

Analisis

El analisis de varianza (ANOVA) aplicado al contenido de s6lidos solubles (°Brix) obtenidos
tras los diferentes tratamientos de hidrolisis reveld diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos (p = 0.0076), con un valor de F = 10.80 superior al valor critico para o =

0.05, lo que indica que al menos uno de los tratamientos tiene un efecto distinto sobre la

liberacion de azUcares fermentables.

La prueba de comparacion de medias de Tukey HSD permitio agrupar los tratamientos en dos
categorias estadisticas. El tratamiento de hidrolisis enzimatica presentd una media
significativamente superior (10.7 °Brix), siendo estadisticamente diferente a los tratamientos
acido (7.4 °Brix) y basico (6.0 °Brix), los cuales no difirieron significativamente entre si (p =
0.3886). Las diferencias observadas reflejan una mayor eficiencia del tratamiento enzimatico
en la liberacion de azucares fermentables, lo cual se atribuye a la accion sinérgica de enzimas
como amilasa y pectinasa, que rompen enlaces glucosidicos y pécticos de manera mas

especifica y controlada que los agentes quimicos.

Discusion

Los resultados obtenidos refuerzan la hipotesis de que el pretratamiento enzimatico es
significativamente mas efectivo en la liberacion de azucares fermentables a partir de la cascara
de platano verde tipo Barraganete. La media mas alta de sdlidos solubles obtenida con este
tratamiento (10.7 °Brix) supera ampliamente las obtenidas con los tratamientos acido y basico.
Este hallazgo concuerda con lo reportado por Singh et al. (2014), quienes sefialan que el uso
combinado de enzimas especificas como la amilasa y la pectinasa mejora la eficiencia de

hidrolisis en matrices lignoceluldsicas, permitiendo una ruptura mas dirigida de los

polisacaridos.
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Por otro lado, aunque la hidrolisis &cida logro valores intermedios (7.4 °Brix), su efectividad
fue menor y no estadisticamente diferente del tratamiento basico. Esto se explica por la
formacion de productos de degradacién como furfural y &cidos organicos bajo condiciones no
Optimas de temperatura y pH, los cuales pueden limitar la eficiencia de liberacion de azlcares
(Abdullah et al., 2015). En el caso de la hidrélisis basica, se observo una mayor dispersion en
los resultados y la media mas baja de °Brix, lo que podria deberse a la solubilizacién parcial
de lignina y la generacion de compuestos fendlicos con efecto inhibitorio, tal como ha sido
documentado por Klinke et al. (2004) y Jonsson et al. (2013).

4.1.3. Resultados estadisticos de los azticares fermentables

Tabla 9.
ANOVA para Azucares Fermentables (g)

Fuente GL SC CM F Valor-p
Tratamiento 2 1260.0858 630.0429 7.9738 0.0172
Error 6 473.8850 78.9808 - -

Total 8 1733.9708 - - -

Elaborado: Autora

Tabla 10.

Medias por tratamiento y agrupacion segun Tukey (o = 0.05)

Tratamiento Media Grupo
Hidrolisis Enzimética 56.27 A
Hidrdlisis Acida 38.06 B
Hidrolisis Béasica 30.75 B

Elaborado: Autora
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Figura 5.

Medias por tratamiento

Medias por Tratamiento y Grupos segun Tukey (o = 0,05)
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Analisis

El analisis estadistico evidencia diferencias significativas entre los tratamientos (p = 0.0172),
con un F de 7.97, confirmando que el tipo de pretratamiento influye de forma directa sobre la
cantidad de azucares fermentables liberados desde la cascara del platano tipo Barraganete. La
hidrolisis enzimética generd la mayor cantidad de azUcares fermentables (56.27 g), siendo
estadisticamente superior a los demas tratamientos. Los tratamientos &cido y basico no
presentaron diferencias significativas entre si, agrupandose en la misma categoria estadistica

(grupo B), con medias de 38.06 g y 30.75 g respectivamente.

Discusion

Los resultados obtenidos permiten confirmar que el pretratamiento enzimatico fue el mas
eficiente en la liberacion de azcares fermentables, con diferencias significativas respecto a los
métodos quimico-acido y basico. Esto coincide con lo reportado por Singh et al. (2014),
quienes destacan que el uso combinado de enzimas como la amilasa y la pectinasa permite una

degradacion mas efectiva de la matriz lignocelulésica, favoreciendo la ruptura de enlaces

glucosidicos y pectinicos que impiden el acceso a los carbohidratos estructurales.

En contraste, la hidrélisis acida, si bien mostr6 valores intermedios, no logré una conversion
tan elevada, posiblemente por las limitaciones asociadas al uso de acidos diluidos, como la

generacion de subproductos inhibitorios en condiciones de pH no controladas (Abdullah et al.,
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2015). La hidrdlisis bésica, por su parte, presenté una mayor variabilidad en los datos, lo cual

puede explicarse por la liberacion de compuestos fendlicos y productos derivados de la lignina,

que interfieren con la disponibilidad y cuantificacion de azucares (Klinke et al., 2004; Jénsson

et al., 2013).

4.1.4. Resultados de los grados alcohdlicos y etanol obtenido

Tabla 11.

Grados Alcohdlicos y cantidad de etanol obtenidos

. T “GL Densidad Etanol

Método Réplica  Levadura (Grados .
Alcoholicos) (/ML) Obtenido (g)

Hidrolisis Acida 1 S. pastorianus 26 0.9595 7.484
Hidrolisis Acida 2 S. pastorianus 25 0.961 7.208
Hidrolisis Acida 3 S. pastorianus 23 0.9645 6.655
Hidrdlisis Acida 1 S. cerevisiae 17 0.9735 4.965
Hidrdlisis Acida 2 S. cerevisiae 17 0.9735 4.965
Hidrdlisis Acida 3 S. cerevisiae 15 0.9765 4.394
Hidrolisis Basica 1 S. pastorianus 4 0.9936 1.192
Hidrolisis Basica 2 S. pastorianus 5 0.9914 1.487
Hidrolisis Basica 3 S. pastorianus 8 0.987 2.369
Hidrolisis Béasica 1 S. cerevisiae 4 0.9936 1.192
Hidrolisis Béasica 2 S. cerevisiae 4 0.9936 1.192
Hidrolisis Béasica 3 S. cerevisiae 6 0.99 1.782
H. Enzimética 1 S. pastorianus 45 0.923 12.461
H. Enzimética 2 S. pastorianus 50 0.914 13.710
H. Enzimética 3 S. pastorianus 48 0.917 13.205
H. Enzimatica 1 S. cerevisiae 36 0.94 10.152
H. Enzimatica 2 S. cerevisiae 38 0.936 10.670
H. Enzimatica 3 S. cerevisiae 34 0.9445 9.634

Elaborado: Autora
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4.1.5. Resultados del anélisis de la varianza y prueba de significacién para grados
alcoholicos obtenidos

Tabla 12.

Cuadro de Analisis de la Varianza (grados alcohdlicos)

Fuente GL SC CM F p-valor
Tratamiento 5 4930.8611  986.1722 297.9388 0.0000
Error 12 39.7389 3.3116

Total 17 4970.6000

Elaborado: Autora

Tabla 13.

Prueba de Tukey para Comparacion de Medias (grados alcoholicos)

Hidrodlisis Levadura Media (°GL)  Grupo Tukey

Enziméatica S. pastorianus 47.67 A
Enzimatica  S. cerevisiae 36.00 B
Acida S. pastorianus 24.67 C
Acida S. cerevisiae 16.33 D
Basica S. pastorianus 5.67 E
Basica S. cerevisiae 4.67 E

Elaborado: Autora

Figura 6.

Medias por tratamiento y grupos segun Tukey (o = 0,05)

Medias por Tratamiento y Grupos segun Tukey (o = 0,05)
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Anélisis
El anélisis de varianza (ANOVA) aplicado a los grados alcohdlicos obtenidos después de la
destilacion evidencio diferencias altamente significativas entre los tratamientos (F = 297.94; p

< 0.0001). Esto indica que tanto el tipo de pretratamiento aplicado como la cepa de levadura

utilizada influyeron de forma determinante sobre la cantidad de etanol producida.

El tratamiento mas efectivo fue la combinacidn de hidrélisis enzimética con Saccharomyces
pastorianus, con una media de 47.67 °GL, seguido por el mismo pretratamiento, pero con S.
cerevisiae, que alcanzé 36.00 °GL. Estas dos combinaciones conformaron los grupos Ay B
segun la prueba de Tukey HSD. Le siguieron los tratamientos &cidos: hidrélisis acida + S.
pastorianus (24.67 °GL) y hidrélisis &cida + S. cerevisiae (16.33 °GL), agrupados como Cy D
respectivamente. Finalmente, los valores mas bajos se obtuvieron con los tratamientos basicos,

con promedios de 5.67 °GL y 4.67 °GL, sin diferencias significativas entre ellos (grupo E).
Discusion

Los resultados muestran con claridad que la combinacion del pretratamiento enzimatico con la
cepa S. pastorianus genera el mayor rendimiento alcohdlico del estudio, superando en mas de
un 30 % a su contraparte con S. cerevisiae. Esto puede atribuirse a varias razones: por un lado,
el pretratamiento enzimatico ha demostrado ser mas eficiente en la liberacion de azlcares
fermentables, como ya fue analizado previamente, y por otro lado, S. pastorianus posee una
mayor tolerancia a concentraciones elevadas de etanol y a condiciones osmoticas exigentes, lo

cual favorece su desempefio fermentativo en matrices con alta carga de azucares (Singh et al.,
2014).

En contraste, las combinaciones con hidrolisis acida mostraron rendimientos intermedios.
Aunque el acido permite la liberacion de aztcares en menor proporcidn, su efecto es altamente
dependiente del control del pH y la concentracién del reactivo, ya que en condiciones
desfavorables puede provocar la formacién de compuestos inhibitorios como furfural, que
afectan negativamente la actividad de las levaduras como lo indica en su estudio Abdullah et
al. (2015). Los tratamientos que emplearon hidrolisis basica resultaron ser los menos

eficientes, con valores de etanol post-destilacion considerablemente bajos.

Este resultado se encuentra en consonancia con lo reportado por Klinke et al. (2004) y Jonsson
et al. (2013), quienes sefialan que los tratamientos alcalinos tienden a liberar compuestos

fendlicos de la lignina, los cuales actian como potentes inhibidores del crecimiento microbiano
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y de la actividad enzimatica, afectando directamente la fermentacion. Ademas, el hecho de
que ambos tratamientos basicos hayan quedado en el mismo grupo estadistico (E) refuerza la
hipotesis de que no so6lo la cepa de levadura influye, sino que el tipo de pretratamiento limita
de forma sustancial el potencial fermentativo del sistema. Asi, la interaccion entre tipo de
hidrélisis y tipo de levadura resulta determinante para la produccion de bioetanol a partir de

residuos lignoceluldsicos.

4.1.6. Resultados del analisis de la varianza y prueba de significacion para la cantidad de
etanol obtenido

Tabla 14.

Cuadro de analisis de varianza

Fuente GL SC CM F p-valor
Tratamiento 5 388.2766 77.6553 782.9633 <0.0001
Error 12 1.1906 0.0992

Total 17 389.4672

Elaborado: Autora

Tabla 15.

Medias por tratamiento y agrupacion segun Tukey (o = 0.05)

Hidrdlisis Levadura Media (°GL)  Grupo Tukey

Enzimatica S. pastorianus 13.13 A
Enzimatica S. cerevisiae 10.15 B
Acida S. pastorianus 7.12 C
Acida S. cerevisiae 4.77 D
Basica S. pastorianus 1.68 E
Bésica S. cerevisiae 1.39 E

Elaborado: Autora
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Figura 7.

Medias por tratamientos

Medias por Tratamiento y Grupos segun Tukey (o = 0,05)
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Anélisis

El analisis de varianza aplicado a la cantidad de etanol recuperado después de la destilacion
mostrd diferencias altamente significativas entre los tratamientos aplicados (F = 782.96; p <

0.0001). El valor de F tan elevado y el bajo error experimental reflejan una fuerte influencia de

los factores combinados: tipo de hidrdlisis y cepa de levadura.

La prueba de Tukey agrupé los tratamientos en cinco niveles estadisticamente diferentes. El
tratamiento hidrolisis enzimatica + S. pastorianus alcanzé la mayor produccion de etanol, con
una media de 13.13 g, y se ubico en el grupo A. Le siguio la misma hidrélisis enzimatica, pero
con S. cerevisiae, con 10.15 g (grupo B). EI tercer lugar correspondié a la combinacion
hidrolisis acida + S. pastorianus, con 7.12 g de etanol destilado (grupo C), mientras que el
tratamiento &cido con S. cerevisiae obtuvo una media mas baja de 4.77 g (grupo D). Por ultimo,
ambos tratamientos con hidrolisis basica presentaron los resultados mas bajos (1.68 g y 1.39

g), sin diferencia significativa entre ellos (grupo E).
Discusion
Los resultados confirman que la produccion de etanol esta fuertemente determinada por la

interaccion entre el tipo de pretratamiento aplicado y la levadura seleccionada para la

fermentacion. El hecho de que la combinacién de hidrolisis enzimatica con S. pastorianus haya
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generado la mayor cantidad de etanol, tanto en grados alcohdlicos como en gramos, refuerza
el criterio de que este sistema es el més eficiente para la conversion de residuos lignoceluldsicos
en bioetanol. Este comportamiento puede explicarse por dos razones fundamentales: la elevada
disponibilidad de azucares fermentables liberados mediante la accion sinérgica de enzimas
especificas como la amilasa y la pectinasa (Singh et al., 2014), y la alta tolerancia de S.

pastorianus a condiciones osmaticas y etandlicas severas.

El rendimiento intermedio observado en los tratamientos con hidrdlisis &cida se alinea con lo
reportado por Abdullah et al. (2015), quienes advierten que este tipo de pretratamiento, aunque
efectivo para liberar carbohidratos, conlleva el riesgo de generar compuestos como furfural y
HMF si no se controlan adecuadamente el pH y la concentracion del acido. Estos compuestos
acttan como inhibidores metabolicos que limitan la eficiencia fermentativa y la tolerancia de

las levaduras.

En cuanto a los tratamientos con hidrolisis béasica, los valores bajos de etanol obtenidos reflejan
un efecto inhibitorio mas marcado, probablemente asociado con la liberacion de fenoles
solubles y derivados de la lignina, los cuales interfieren en la actividad de las enzimas y en la
viabilidad de las células fermentativas, como lo describen Klinke et al. (2004) y Jonsson et al.
(2013). La poca diferencia entre los resultados obtenidos con ambas cepas en este tratamiento
sugiere que el principal factor limitante no fue la levadura, sino la naturaleza quimica del medio

generado tras la hidrolisis.

4.1.7. Resultados del anélisis de la varianza y prueba de significacion para la eficiencia del

proceso de fermentacion

Tabla 16.

Cuadro de analisis de varianza

Fuente GL SC CM F p-valor
Tratamiento 5 2706.4864  541.2973 712.5998 <0.0001
Error 12 9.1151 0.7596

Total 17 2715.6015

Elaborado: Autora

43



Tabla 17.

Medias por tratamiento y agrupacion segun Tukey (o. = 0.05)

Hidrolisis Levadura Media (°GL)  Grupo Tukey

Enzimatica S. pastorianus 45.97 A
Enziméatica  S. cerevisiae 35.50 B
Acida S. pastorianus 36.67 C
Acida S. cerevisiae 24.57 D
Bésica S. pastorianus 10.90 E
Bésica S. cerevisiae 9.17 E

Elaborado: Autora

Figura 8.

Gréfico de Medias y Grupos de Tukey — Eficiencia Fermentativa (%)

Medias por Tratamiento y Grupos segun Tukey (a = 0,05)
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Elaborado: Autora

Analisis

Los resultados del andlisis de varianza muestran un efecto altamente significativo del
tratamiento sobre la eficiencia fermentativa (F = 712.60; p < 0.0001). La prueba de Tukey

identificd cinco grupos estadisticamente distintos, lo que indica que la eficiencia de conversion

de azlcares a etanol depende no s6lo del tipo de hidrdlisis aplicada, sino también de la levadura
empleada.
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El tratamiento més eficiente fue hidrolisis enzimatica con S. pastorianus, alcanzando una
eficiencia promedio de 45.97 %, seguido por la misma hidrdlisis pero con S. cerevisiae (35.50
%) y por hidrdlisis &cida + S. pastorianus (36.67 %). Aunque las dos Ultimas se encuentran
préximas en valor absoluto, estadisticamente se distinguen (grupos B y C). En los ultimos
lugares se ubicaron los tratamientos con hidrolisis basica, cuyas eficiencias fueron inferiores
al 11 %.

Discusion
Los resultados obtenidos permiten concluir que el sistema de produccion que combina
hidrélisis enzimatica con Saccharomyces pastorianus no sélo es el que mas etanol genera, sino

también el que mejor convierte los azlcares disponibles en etanol, cumpliendo de manera

contundente con el tercer objetivo planteado.

La eficiencia alcanzada por este tratamiento (casi 46 %) se justifica tanto por el tipo de
pretratamiento como por la cepa seleccionada. Como ya fue demostrado por Singh et al. (2014),
las enzimas especificas como la pectinasa y la amilasa logran romper eficientemente los
polisacaridos presentes en matrices lignocelulosicas, facilitando su fermentacion.
Adicionalmente, S. pastorianus es reconocida por su elevada tolerancia al etanol y por

mantener un metabolismo eficiente incluso en medios con elevada concentracién de solutos.

Por otro lado, la eficiencia observada con S. cerevisiae fue menor, lo cual sugiere una menor
capacidad de tolerancia a condiciones de estrés osmotico y alcohdlico, especialmente en mostos
de alta concentracion. Este comportamiento ha sido ampliamente documentado y coincide con
las observaciones de Abdullah et al. (2015), quienes relacionan el rendimiento fermentativo

con la resistencia fisioldgica de la levadura.

En cuanto a la hidrolisis basica, los bajos valores de eficiencia se explican por la presencia de
compuestos fenolicos y otros subproductos derivados de la lignina, que inhiben tanto la
actividad enzimatica como la viabilidad celular (Klinke et al., 2004; Jonsson et al., 2013). Esto
evidencia que no solo importa la cantidad de azUcares disponibles, sino también la calidad del

medio de fermentacion, lo cual influye directamente en la eficiencia del proceso.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

Los resultados experimentales y el analisis estadistico confirmaron que la hidrolisis
enzimética fue el pretratamiento mas eficaz, alcanzando una media de 56.27 g de
azucares fermentables, estadisticamente superior (grupo A) a los métodos &cido y
béasico, segun la prueba de Tukey (p = 0.0172). Este comportamiento esta respaldado
por la accion sinérgica de enzimas como la amilasa y la pectinasa, las cuales facilitan
la degradacion de polisacaridos complejos presentes en la matriz lignocelulésica del
platano verde tipo Barraganete, tal como lo han reportado Singh et al. (2014). La
hidrélisis &cida mostrd un rendimiento intermedio (38.06 g), mientras que la hidrolisis
basica resulté la menos efectiva, posiblemente debido a la formacion de compuestos
fendlicos que interfieren con la liberacion de azucares (Klinke et al., 2004; Jonsson et
al., 2013).

La cepa Saccharomyces pastorianus demostré una mayor capacidad para la produccion
de bioetanol en comparacion con S. cerevisiae, especialmente cuando se empleo junto
al pretratamiento enzimatico, alcanzando una produccion promedio de 13.13 g de etanol
frente a los 10.15 g obtenidos con S. cerevisiae. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (p < 0.0001), como lo evidencid la prueba de Tukey, que
ubico ambos tratamientos en grupos distintos. Las combinaciones con hidrdlisis acida
presentaron rendimientos intermedios, mientras que aquellas que utilizaron hidrélisis
bésica reflejaron los valores mas bajos. Estos resultados destacan la importancia de
seleccionar una levadura robusta y adaptada al entorno fermentativo generado por el
pretratamiento, considerando que subproductos derivados de la lignina pueden
comprometer el rendimiento del proceso, especialmente en medios tratados con alcalis.
Los datos muestran que la combinacion de hidrdlisis enzimética con S. pastorianus
alcanzé la mayor eficiencia fermentativa, con un 45.97 %, ubicandose estadisticamente
en el grupo A (p < 0.0001). Esto indica que no sélo produjo més etanol, sino que lo
hizo con mayor aprovechamiento de los azucares disponibles. Las demas
combinaciones presentaron eficiencias decrecientes en el siguiente orden: hidrdlisis
enzimatica + S. cerevisiae (35.50 %), hidrdlisis acida + S. pastorianus (36.67 %),
hidroélisis acida + S. cerevisiae (24.57 %), y por ultimo las combinaciones con
hidrolisis basica, con valores inferiores al 11 %, sin diferencias significativas entre si.
Estos resultados validan que la eficiencia fermentativa esta determinada tanto por el

tipo de hidrolisis como por la cepa fermentativa, y que un medio limpio, libre de
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inhibidores y rico en azlcares fermentables, como el generado por la hidrolisis

enzimatica, resulta fundamental para optimizar el proceso de bioetanol.

5.2. Recomendaciones

Implementar la hidrdlisis enzimatica como el pretratamiento estandar en procesos de
conversién de residuos lignocelulésicos de muséceas, debido a su alta eficiencia en la
liberacion de azucares fermentables. Se recomienda ademas optimizar la dosificacion
y actividad enzimatica en funcion de la biomasa especifica utilizada para maximizar el
rendimiento.

Adoptar Saccharomyces pastorianus como cepa preferente en sistemas de fermentacion
para residuos agroindustriales, especialmente en combinaciones con mostos
enzimaticamente pretratados, ya que ha demostrado mayor tolerancia a concentraciones
elevadas de etanol y un mejor aprovechamiento de los azucares disponibles.
Monitorear y controlar rigurosamente parametros criticos como pH, temperatura y
tiempo de fermentacion, ya que estos factores influyen directamente en la eficiencia de
conversion y en la estabilidad del proceso biotecnoldgico. Se sugiere establecer

protocolos estandarizados para procesos a escala piloto o industrial
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Anexo 1.

Recepcion y preparacion

Figura 9. Materia prima (Céascara de
platano barraganete)

Figura 10. Troceado y pelado de la
cascara

Anexo 2.

Deshidratacion y molienda

Figura 11. Cascara deshidratada y
pesada

Figura 12. Molienda de céscaras
deshidratada
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Anexo 3.

Preparacion de la muestra

Figura 13. Toma de la muestra para el
analisis

Figura 14. Preparacion de soluciones

Anexo 4.

Inicio de la hidrolisis

Figura 15. Autoclavado de muestras
(hidrdlisis)

Figura 16. Homogeneizacion de
hidrdlisis enzimética
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Anexo 5.

Determinacién de pH

Figura 17. Perdicion de pH

Figura 18. Medicion de pH

Anexo 6. Centrifugacion

Figura 19. Centrifuga de muestras

Figura 20. Muestra centrifugada
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Anexo 7. Mediciones correspondientes

Figura 21. Medicion de brix

Figura 22. Medicion de grados
alcoholicos

Anexo 8. Fermentacion

—

Figura 23. Fermentacion de muestras

Figura 24. Muestras fermentando en
incubadora a 30° C
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Anexo 9. Destilacion
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