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RESUMEN

La conversidn de residuos agricolas en bioetanol, requiere de hidrdlisis enzimatica,
para conseguir una mayor degradacién de carbohidratos vegetales en aztcares
simples. Sin embargo, esta etapa aun necesita mayor investigacién para alcanzar
condiciones 6ptimas que permitan que la produccién de bioetanol a escala comercial
seaviable. En este sentido, se evalué el efecto de la temperaturay carga enzimatica
en la hidrdlisis enzimatica de cascara de piiidn (Jatropha curcas) y pseudotallo de
Musa x paradisiaca (Musa paradisiaca). Para este fin, se realizé el andlisis proximal
y elemental de la materia prima. Posteriormente se pretraté la biomasa con NaOH
al 3% en relacion 1:6 a 120 °Cy 1 atm de presidn por 90 minutos. El hidrolizado
quimico fue sometido a hidrdlisis enzimatica, con celulasa de Aspergillus niger a
un pH 5,2 por 120 horas de incubacién. Se evalud el efecto de la carga enzimatica
(5, 15y 25 FPU/g sustrato) y la temperatura (27, 37 y 47°C) en la concentracion de
azucares reductores, a partir de un disefio factorial 3% Los resultados mostraron que
a47°Cy cargas enzimaticas de 25y 21,9 FPU/g biomasa para la cascara de Jatropha
curcas y pseudotallo de Musa x paradisiaca, se alcanza el maximo rendimiento en
azUcares reductores (2,431 +0,0067 y3,0398 +0,099 g/I). La mayor concentraciéon de
bioetanol obtenida fue de 2,45 ml/l a partir de pseudotallo de Musa x paradisiaca
y 2,36 ml/l para la cascara de Jatropha curcas.

Palabras-clave: Azticares reductores, bioetanol, hidrélisis enzimatica, celulasa, biomasa
lignoceluldsica.



SUMMARY

EVALUATION OF THE EFFECT OF ENZYMATIC HYDROLYSIS
PARAMETERS ON LIGNOCELLULOSIC BIOETHANOL PRODUCTION

The conversion of agricultural residues into bioethanol requires enzymatic hydrolysis
to achieve a greater degradation of vegetable carbohydrates into simple sugars.
However, this stage still needs further research to achieve optimal conditions that
allow the production of bioethanol on a commercial scale to be viable. In this
sense, the effect of temperature and enzymatic load on the enzymatic hydrolysis
of pine nut shell (Jatropha curcas) and pseudostem of Musa x paradisiaca (Musa
paradisiaca) was evaluated. For this purpose, the proximal and elemental analysis
of the raw material was carried out. Subsequently, the biomass was pretreated with
3% NaOHina 1:6 ratio at 120 °Cand 1 atm of pressure for 90 minutes. The chemical
hydrolyzate was subjected to enzymatic hydrolysis with Aspergillus niger cellulase
at pH 5.2 for 120 hours of incubation. The effect of the enzymatic load (5, 15 and
25 FPU/g substrate) and the temperature (27, 37 and 47°C) on the concentration of
reducing sugars were evaluated, from a factorial design 32. The results showed that
at 47 °Cand enzyme loads of 25 and 21.9 FPU/g biomass for the peel of Jatropha
curcas and pseudostem of Musa x paradisiaca, the maximum yield in reducing sugars
is reached (2.431 +0.0067 and 3.0398 +0.099 g/ he). The highest concentration of
bioethanol obtained was 2.45 ml/| from Musa x paradisiaca pseudostem and 2.36
ml/l for Jatropha curcas peel.

Keywords: Reducing sugars, bioethanol, enzymatic hydrolysis, cellulase, lignocellulosic
residues.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La explotacion indiscriminada de combustibles fésiles, ha agudizado los problemas
de calentamiento global, contaminacién ambiental y escasez de energéticos (Mohd
Azhar et al,, 2017). Esto ha llevado a la creacion de politicas internacionales para
aminorar la emision de gases de efecto invernadero (GEI) y aumentar el uso de
bioenergias, con el fin de desplazar el carbono fésil por carbono biogénico (al
Rayaan, 2021).

El bioetanol es un combustible oxigenado que se obtiene a partir de la
fermentacién de jarabes glucosados, provenientes de recursos sostenibles, como la
biomasa de residuos lignoceluldsicos, cuyo uso se fomenta por su vasta disponibilidad,
bajos costos, tasa de reposicion rapida y nula afectacion al sector alimenticio por
uso del suelo (Xu et al,, 2018). Seguin la RFA (2022), en 2021 el empleo de bioetanol
desplazé alrededor de 530 millones de barriles de crudo en EE UU, no obstante,
menos del 4% se origind por medio de residuos celuldsicos. Esto podria deberse
a barreras técnicas, que impiden alcanzar altos rendimientos y provocan costos
bastante elevados del proceso productivo.

Las celulasas son un grupo complejo de enzimas, secretadas por una ampliagama
de microorganismos (hongos, bacterias y actinomicetos) (Jayasekara & Ratnayake,
2019). Estas catalizan naturalmente la hidrdlisis de la celulosa, un polimero de
D-glucosa con enlaces glucosidicos B-1,4 formados por largas cadenas lineales
(microfibrillas) unidas por puentes de hidrégeno, lo que da lugar a una estructura
cristalina resistente a la hidrdlisis y regiones amorfas ideales para la degradacién
enzimatica (Noel et al., 2014).

La conversién de biomasa lignoceluldsica en bioetanol 2G, es posible a partir,
de una serie de etapas, que consisten en; I) Pretratamiento, empleando métodos
fisicos, quimicos o bioldgicos para abrir la estructura recalcitrante de la lignocelulosa
(Rezania et al.,, 2020). Il) hidrélisis enzimatica, la cual tradicionalmente emplea
enzimas celulasas que actuan sinérgicamente en la degradacion de los polimeros de
celulosay hemicelulosa en glucosa y xilosa, respectivamente (Mohnot et al., 2016) 1)
fermentacion de los azucares del hidrolizado en bioetanal, CO, y energia por medio
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de la accidn catalitica de levaduras o bacterias y IV) La destilacién, encargada de
purificar el bioetanol hidratado a un 95-99,99% de concentracion (Benitez, 2017).

La cascara de Jatropha curcas constituye entre el 30 y 40 % en peso seco del
fruto, es obtenida principalmente, en el procesamiento de aceite combustible,
donde Unicamente es utilizada la semilla (17% peso seco) y el restante es desechado
(Odetoye et al, 2018). Por otra parte, el banano al ser uno de los productos mas
consumidos en el mundo, origina una inmensa cantidad de residuos organicos, siendo
el pseudotallo el desperdicio que se genera en mayor proporcién (1 tonelada de
banano recolectado produce 3 toneladas de pseudotallo) (Redondo et al., 2020). El
uso de enzimas para hidrélisis de biomasas de la cascara de pindn y el pseudotallo
de Musa x paradisiaca en la produccién de bioetanal, ha sido evaluado en trabajos
previos. Sin embargo, aun es necesario investigar en mayor medida, la optimizacion
de las condiciones de operacion para mitigar las barreras técnicas del proceso y
mejorar rendimientos.

Este estudio pretende evaluar el efecto de la temperatura y carga enzimatica
durante la hidrélisis de biomasa residual de pseudotallo de Musa x paradisiaca
(Musa paradisiaca) y cascara de pifidn (Jatropha curcas), con el fin de establecer las
condiciones que favorecen la degradacién de las cadenas complejas de carbono en
azucares simples, que posteriormente son fermentados en bioetanol.

Objetivo General

Evaluar el efecto de los parametros de hidrélisis enzimatica en la produccion
de bioetanol lignocelulésico a partir de los residuos de pseudotallo de Musa x
paradisiaca y cascara Jatropha curcas.

Objetivos especificos

I Realizarla caracterizacién fisicoquimica de la biomasa residual de pseudotallo
de Musa x paradisiaca y cascara de pifidn, como fuentes potenciales de
azucares reductores.

I Establecerlas condiciones de hidrdlisis enzimatica que aportan una mayor
conversién de celulosa en azucares reductores.

I Evaluarla cinética de fermentacién en la produccién de bioetanol 2G.
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JUSTIFICACION

Los combustibles fésiles proveen alrededor del 86,4% de la energia utilizable en
el mundo. Sin embargo, estos se relacionan con problemas ambientales, riesgos de
escasez e inestabilidad de precios y mercados, motivo por el cual, en la actualidad, se
busca el cambio hacia recursos renovables y economias bajas en carbono (Martins
etal, 2019).

Por otra parte, se estima que el sector agricola es responsable de alrededor
del 24% de las emisiones de GEI (FAO, 2017), ademas de provocar cantidades
indiscriminadas de desechos sélidos lo cual constituye una amenaza para la salud
y los ecosistemas silvestres. En torno a esto, hoy en dia, se invierten esfuerzos por
conseguir la viabilidad técnica y econdmica del uso de biomasa lignocelulésica como
fuente de azUcares para su conversiéon en bioetanol.

No obstante, la obtencion de bioetanol 2G, se ve limitada debido a la complejidad
de etapas criticas que comprenden su elaboracion y a los altos costos productivos,
ligados principalmente a pretratamientos fisicoquimicos y al consumo de enzimas
(Traverso et al,, 2020). La optimizacion sinérgica de la hidrdlisis enziméatica produce
especial preocupacion, puesto que los efectos de la temperatura, tiempo y acidez son
dependientes entre siy se desarrollan en direcciones opuestas, pudiendo provocar
bajos rendimientos, si no se trabaja en proporciones adecuadas (Neto et al., 2018).

En el presente estudio, se hace uso de pseudotallo de Musa x paradisiaca y cascara
de piRdn para evaluar la influencia de la temperatura y carga de enzimas sobre la
concentracion de azucares en la etapa de hidrdlisis enzimatica y el rendimiento final
de bioetanol, de manera que se consiga otorgar un valor agregado a los residuos
agroindustriales, los cuales son normalmente desaprovechados y vistos como un
foco de contaminacién.
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CAPITULO II: MARCO REFERENCIAL

ANTECEDENTES

La creciente demanda energética a nivel mundial y los efectos negativos
del cambio climatico, han incrementado el interés en combustibles alternativos,
sostenibles, respetuosos con el medio ambiente y rentables (Harun y Danquah,
2011). Entre los cuales, el bioetanol de segunda generacion, ha tomado significativa
relevancia, sin embargo, la obtencién de dicho insumo data de 1819y se atribuye a
Henri Braconnot, quien logrd liberar azlcares fermentables de biomasa a partir de
un tratamiento con acido sulfurico (Smith, 2019). Por otra parte, debido al rapido
desarrollo de las biotecnologias con enzimas, en las Ultimas dos décadas, la hidrdlisis
quimica se ha visto desplazada por la hidrdlisis enzimatica (Carrigan, 2016). No
obstante, este ultimo requiere un proceso mas riguroso y delicado para alcanzar
una conversion efectiva de azucares.

Harun y Danquah, (2011) En su estudio examinaron la hidrélisis enzimatica
de Chloroccum sp. mediante el uso de celulasa del tipo Trichoderma reesei, ATCC
26921. Llevando a cabo la hidrdlisis en condiciones variables de temperatura, pHy
concentracién de sustrato, con dosificacion de enzima constante. Obteniendo un mayor
rendimiento de glucosa de 64,2 % (p/p) se obtuvo a una temperatura de 40 °C, pH4,8
y una concentracién de sustrato de 10 g/L de biomasa de microalgas. Demostrando
que el proceso de hidrélisis enzimatica demostrd ser un mecanismo eficaz para
mejorar el proceso de sacarificacion de la biomasa de lignocelulésica.

Tany Lee, (2014) En su investigacidn se realizé la produccion de bioetanol
utilizando desechos sélidos de algas. Se utilizaron dos procesos diferentes: el
proceso SHF (hidrdlisis y fermentacién separadas) y el proceso SSF (sacarificacion
y fermentacion simultanea). Para el proceso SHF, la hidrdlisis enzimatica se realizo
variando tres variables de proceso, concentracién de sustrato, pH y temperatura,
Manteniendo constante la dosificacion de enzima. El mayor rendimiento de glucosa
del 99,8 % se obtuvo a pH 4,8, una temperatura de 50 °C y una concentracién de
sustrato de 2 % (p/v) de residuos sélidos de algas. Con la fermentacién posterior se
obtuvo un rendimiento de bioetanol del 55,9%. En cambio, para el proceso SSF se
obtuvo un rendimiento de 90,9% de bioetanal.
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En la investigacion realizada por Hosglin y Bozan, (2020) Utilizaroncascaras
de avellana que fueron pretratadas con acido (1% H, SO ), dlcali (2.25% NaOH) y
vapor a diferentes temperaturas (120, 150 y 200 °C) y tiempos de pretratamiento
(15, 30 y 60 min). Las cascaras de avellana pretratadas se sometieron a hidrdlisis
enzimdatica con una mezcla de celulasa (60 FPU/g de biomasa seca) y B-glucosidasa
(40 CBU/g de biomasa seca). En comparacion con el pretratamiento con acido y
vapor, el pretratamiento con NaOH al 2,25 % proporciond la mayor eliminacion
de lignina (73,28 %) a 200 °C durante 60 min. Casi el 60 % de celulosa y el 100 %
de hemicelulosa solubilizada después del pretratamiento de cascaras de avellana
con 1% de H, SO ,a 200 °C. La recuperacion de celulosa fue mayor en la biomasa
pretratada con vapor (76,25 % a 200 °C, 60 min). La mayor recuperacion de glucosa
(58,66 %) se logrd a 150 °C durante un tiempo de pretratamiento de 60 min en las
cubiertas pretratadas con alcali. Demostrando que el pretratamiento con NaOH
de las cascaras de avellana es superior a los pretratamientos con acido y vapor en
términos de recuperacion de glucosa y eficiencia energética.

MARCO TEORICO

Caracteristicas de la materia prima utilizada
para elaboracion de bioetanol 2G

La utilizacion de residuos agrarios como fuente alternativa para la produccion
de bioetanol tiene varios beneficios: ayuda a diversificar las fuentes de materia
prima, permite aprovechar residuos que actualmente no tienen un uso productivo
y contribuye a reducir la dependencia de combustibles fésiles. Ademas, el uso de
residuos agrarios para la produccién de bioetanol también puede tener un impacto
positivo en la economia local y en el medio ambiente al reducir la cantidad de
residuos que se generan en las granjas y al disminuir las emisiones de gases de
efecto invernadero.

Pseudotallo de Musa x paradisiaca:

El banano (Musa paradisiaca) es uno de los frutos mas demandados, solo en
2020 sus exportaciones alcanzaron 21,7 millones de toneladas, siendo Ecuador el
mayor proveedor de esta fruta en el mundo, con un total de 7 millones de toneladas
(FAQ, 2020). Durante las etapas de cosecha y postcosecha del banano, se generan
enormes cantidades de biomasa lignoceluldsica que se conocen como Biomasa
Residual Agricola (BRA), como hojas, pseudotallos, bellotas, raquis entre otros, que, al
carecer de un tratamiento o disposicion adecuada, se convierten en contaminantes
ambientales (Meneses et al., 2010).
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Las hojas y el pseudotallo representan mas del 60% de la biomasa seca que
se produce en plantaciones de banano, ya que por cada tonelada de racimos de
banano se producen 3 toneladas de pseudotallo y 480 kg de hojas, considerando
de gran pertinencia y aplicacion estudiar alternativas de aprovechamiento de los
residuos de la cosecha y postcosecha de las plantaciones de platano o banano
(Murgueitio et al,, 2019).

Al igual que los demds biomasa lignoceluldsica, el pseudotallo de Musa x
paradisiaca estd compuesto principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina
(Tabla 1) que se encuentran envueltos en una compleja estructura (Legodi et al.,
2021). Lo cual ha llamado la atencion, por su potencial aplicacion como sustrato
en bioprocesos como obtencion de bio-aceite y bio-carbdn por medio de pirolisis
(Wang et al., 2022), produccion de enzimas lignoceluloliticas y metabolitos de alto
valor agregado (Patel et al., 2021), obtencién de 4cido citrico a partir de sacarificacion
simultdnea (Laltha etal, 2022) y la produccién de bioetanol 2G por medio de hidrdlisis
enzimatica y fermentacion alcohdlica (Legodi et al., 2021).

Cascaras de pifdn

En Ecuador, la Jatropha curcas es conocida como “Pifidn”y es usada como cercas
vivas en dreas rurales agricolas de la zona costera, principalmente en la provincia de
Manabi, donde se dispone de aproximadamente 7000 km de cercas vivas de Jatropha
curcas que pueden producir entre una a diez toneladas de semilla dependiendo de la
edad de las plantas, las condiciones del suelo y el uso del riego (Ramirez et al,, 2019).

La semilla de pifidn ha sido ampliamente estudiada como materia prima para
la obtencién de aceite utilizado como combustible en mezclas con diésel o para
la produccion de biodiésel. Sin embargo, esta actividad genera gran cantidad de
biomasa lignoceluldsica, como la cascarilla que envuelve la semilla y la cascara del
fruto (Odetoye et al, 2018). En 2020, se recolectaron 300.000 kg de fruto de pifidn
seco en la provincia de Manabi, estimandose una generacién de 116.160 kg de
cascara, considerando que la cascara representa entre el 30 y 40 % del fruto seco.
Sin embargo, estas no tienen un mecanismo de gestién de eliminacién actual, lo
que lleva a problemas de gestion de residuos (Sinche y Ramirez, 2022). Por otra
parte, la composicién en celulosa, hemicelulosa y lignina de este material (Tabla
2), ha llamado la atencién como sustrato para bioprocesos como la generacién
de bio-aceite por medio de pirolisis (Patel et al., 2018), creacidén de pellets a partir
de la mezcla de bio-carbdn y cascara de Jatropha curcas (Ramirez et al, 2019) y la
produccién de etanol de segunda generacién (Sujan et al, 2019).
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Biomasa lignoceluldsica

La biomasa organica originada en un proceso bioldégico espontdneo o
provocado, puede emplearse como fuente de energia que comprende un amplio
conjunto de materias organicas caracterizado por su heterogeneidad en lo relativo
aorigeny naturaleza (Gémez, 2018). La biomasa lignocelulésica y los subproductos
agroindustriales han dejado de ser considerados desechos, para convertirse en materia
prima potencial para diversos procesos tanto de tipo agricola como industrial, siendo
la produccién de alcohol carburante uno de los mas importantes, ya que dichos
biocombustibles se utilizan principalmente como fuente de energia de vehiculos a
motor y produccion de electricidad (Aburto et al., 2008).

Se considera como un hetero-polimero complejo y es el componente estructural
de las plantas. Se encuentra en residuos agricolas, industriales, forestales, municipales,
pastos de crecimiento rapido, material vegetal del mar, y biomasa proveniente
de zonas semidridas. La energia almacenada en sus componentes, hacen de la
lignocelulosa un compuesto con un enorme potencial biotecnoldgico energético
(Arellano, 2015).

Celulosa

Constituye entre el 40- 60% del total del material lignoceluldsico. Es un polimero
compuesto de unidades 3-D-glucopiranosa unidas sucesivamente a través de enlaces
glucosidicos en la configuracién B (1-4), dando lugar a la unidad de celobiosa que
es la unidad mas pequefa que se repite exactamente en la cadena polimérica
(Mateus, 2011).

Hemicelulosa

Las hemicelulosas son carbohidratos que forman una estructura polimérica
compleja, ramificada que consiste en la unién de diferentes unidades de azucares:
pentosas, hexosas y acidos de estos azucares, suele ser un polimero de menor
masa molar que la celulosa y mas facilmente hidrolizable debido a su estructura
predominantemente amorfa. Las hemicelulosas, al igual que la celulosa, se han
perfilado como fuente de azucares (Guarnizo et al., 2009).
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Lignina

La lignina es uno de los biopolimeros mas abundantes en las plantas y junto
con la celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en una
disposicidn regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de
lignina-hidratos de carbono, estd presente en todas las plantas vasculares al igual
que muchos otros componentes de la biomasa, se forma mediante la reaccién de
fotosintesis también esta considerada como un recurso renovable asequible y de
potencial uso industrial, cuya produccién anual se ha estimado en el intervalo de
5-36 x 108 toneladas (Chavez & Domine, 2013).

Bioetanol como biocombustible

La creciente demanda de recursos energéticos junto con las preocupaciones por
el cambio climatico ha centrado la atencion de los investigadores en la preparaciényy
utilizacidn de biocombustibles (Osman et al., 2021). El bioetanol es el biocombustible
mas utilizado para el transporte en todo el mundo, ya que posee un alto nimero
de octanaje (92) y contenido de oxigeno (alrededor de 35%) por lo que es utilizado
en las gasolinas como potenciador de octanaje, ademas contribuye a un menor
tiempo de combustidon y una mezcla pobre en el motor, lo cual reduce las emisiones
de hidrocarburos y CO (Awad et al, 2018). En el estudio realizado por Shahad y
Wabdan, (2015) se determind que la mezcla de gasolina y bioetanol reduce las
concentraciones de hidrocarburos no quemados y CO de los gases de escape de un
motor de encendido con chispa en un 40,15%y 45 % respectivamente. No obstante,
para que la obtencién de bioetanol sea rentable es necesario considerar su volumen
de produccidn, el rendimiento industrial y el costo de fabricacién.

La produccién de bioetanol de segunda generacién a partir de biomasa
lignoceluldsica esta ganando impulso debido a su mayor potencial de reduccion de
gases de efecto invernadero en comparacion con el bioetanol de primera generacion.
Sin embargo, todavia representa menos del 3% de la produccién total de bioetanol.
Los impactos ambientales de la produccién de bioetanol de segunda generacién
dependen de la disponibilidad de materias primas y la tecnologia de conversién
utilizada. Aun quedan desafios tecnoldgicos y econdmicos por superar antes de
que la tecnologia sea completamente madura. (Sharma et al., 2020).

Propiedades fisicoquimicas del bioetanol

El bioetanol es conocido también como alcohol etilico, se caracteriza por ser
un liquido incoloro e inflamable con un punto de ebullicién de 78 °C. Su férmula
gquimica es CH3-CH20H, su uso es variado, ya que se encuentra presente en las
bebidas alcohdlicas, antisépticos y biocombustibles. En la tabla 1 se presentan las
propiedades fisicoquimicas del alcohol etilico a 100 °Cy 1 atm.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del bioetanol, diésel, gasolina y biodiésel

Propiedad del Combustible Unidades | Bioetanol Diésel Gasolina | Biodiésel
Densidad a 15 C Kg/m?3 790 837.3 737 880.0
Viscosidad cinematica a 40 C mm?s’! 1.130 2.780 0.593 6
Numero de cetano - 5 47.64 10-15 47-65
Oxigeno % 34.7 - 0-4 1
Numero de Octano - 110 10-30 86-94 -25
Calor Latente de vaporizacion Kg g 921.1 370 289 330
Valor calorifico MJ kg’ 25 43.80 34.84 39.40
Punto de Inflamabilidad oC 13 64,74 -43 170
Temperatura de Ignicién oC 3328 230.0 257 225
Espontanea
Contenido de Agua Mg kg 2024 50 - -
Relacién aire/combustible - 1901 | 1/1467 | 1/147 1138
Estequiométrica

Fuente: (Ruiz et al,, 2021)

En la tabla 1 se presentan las caracteristicas fisicoquimicas de los distintos
combustibles carburantes en donde se observa que el bioetanol ha mostrado un
gran potencial para su uso como combustible alternativo en motores de encendido
por chispa y encendido por compresién debido a sus favorables propiedades
fisicoquimicas. El bioetanol es un combustible oxigenado por lo que puede reducir
las emisiones de particulas de los motores (Coral et al,, 2022), también posee un
indice de octano mas alto, un mayor calor de vaporizacidny limites de inflamabilidad
mas amplios, lo que mejora la combustion del combustible, aumenta la relacion
de compresion y acorta el tiempo de encendido en comparacién con la gasolinay
el diésel. Desde esta perspectiva el bioetanol es mas eficiente que la gasolina y el
Diésel por lo que puede ser usado en forma pura en vehiculos adaptados o puede
ser mezclado al 5% o 10% de etanol en la gasolina (Macias et al., 2022).

Bioetanol de primera generacion

El Bioetanol de primera generacién se produce a partir de materias organicas
ricas en carbohidratos que son destinadas a la alimentacién humana o animal, entre
los tipos de residuos tenemos; la cafia de azlcar, maiz, remolachay trigo. Implicando
la conversion de azucares o almidones en alcohol (Almeida y Colombo, 2021).

CAPITULO Il: MARCO REFERENCIAL




Bioetanol de segunda generacién

El bioetanol de segunda generacidn se puede producir a partir de biomasa
residual, estas materias primas no generan preocupaciones por el mal uso de
productos alimenticios a comparacién del bioetanol de primera generacidn, a la
vez poseen un bajo costo y estable (Branco et al., 2019).

Bioetanol de tercera generacion

En la produccién de Bioetanol de tercera generacidn se genera a través de
vegetales que no estdn destinados a la alimentacién, que poseen una gran capacidad
de crecimiento rdpido y potencial energético (Tan et al., 2020).

Bioetanol de cuarta generacion

Son aquellos biocombustibles que se obtienen a partir de organismos que
han sido genéticamente modificados para lograr mejores rendimientos. Presentan
el problema politico de que los organismos genéticamente modificados no estan
permitidos para su comercializacion en muchos paises (Joelsson et al., 2016).

Etapas de produccion de bioetanol de segunda generacion

Para la produccién de bioetanol sobre una superficie de biomasa lignoceluldsica
es una condicidn previa para que se produzca el proceso de hidrdlisis enzimatica, las
sustancias lignoceluldsicas se componen principalmente de celulosa, hemicelulosa
y lignina. La matriz de polisacaridos (celulosa y hemicelulosa) es capaz de producir
bioetanoal. Por lo tanto, se elimina la lignina mediante pretratamientos en donde
las enzimas seleccionadas se utilizan para la produccion de azucares reductores a
partir de materiales celulésicos, que a su vez se convierten en bioetanol (Baig, 2020).

Pretratamiento

El método mas prometedor para la hidrdlisis de celulosa a glucosa es mediante
el uso de enzimas llamadas “Celulasas”, para que la materia prima sea accesible a las
enzimas, se requiere un tipo de tratamiento que lo facilite (Galbe y Zacchi, 2007). En
la etapa de pretratamiento consiste en la descomposicion de la estructura rigida de
la biomasa y preparar las condiciones para que el céctel enzimatico pueda actuar
sobre el material. Provocando la eliminacién de la lignina y la hemicelulosa de la
matriz lignoceluldsica, un aumento en la porosidad de la biomasa y de la superficie,
asi como la disminucién de la cristalinidad de la celulosa (Rojas, 2019).
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Hidrdlisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica de biomasa lignoceluldsica consiste en emplear enzimas
cuyo origen se encuentra en los hongos celuloliticos, que estan adaptados al consumo
de este tipo de residuos para la obtencidn de nutrientes y son capaces de secretar

las enzimas necesarias para la descomposicién de las estructuras lignoceluldsicas
(Wojtusik, 2019).

Este proceso se realiza por la accién de diferentes tipos de enzimas, ya sea de
forma individual, como proteasas, lipasas, o en forma de complejos enzimaticos,
es decir la accidn sinérgica de un grupo de enzimas altamente especificas como
pectinasas o celulasas, dando como resultado en ambos casos productos monomeéricos
como glucosa, xilosa, arabinosa, entre otros (Kucharska et al., 2018).

Los productos de la hidrdlisis enzimatica son generalmente azUcares reductores,
como la glucosa, con un costo mas bajo en comparacién con la hidrélisis acida
o alcalina, generalmente se realiza en condiciones moderadas (pH4.5-5.5y
temperatura de 45 - 55 °C) y no hay problemas relacionados con la corrosion.
Tanto las bacterias como los hongos pueden producir celulasas para la hidrdlisis de
materiales lignoceluldsicos (Guo et al., 2019).

Las celulasas suelen ser una mezcla de varias enzimas, en donde se encuentra al
menos tres grupos en el proceso de hidrdlisis: (1) Endoglucanasa se caracteriza por
atacar las regiones de baja cristalinidad en la fibra de celulosa, creando extremos
de cadena libres; (2) Exoglucanasa o Celobiohidrolasa se encarga de degradar aun
mas la molécula al eliminar las unidades de celobiosa de los extremos de cadena
libres; (3) B-glucosidasa se basa en hidrolizar la celobiosa para producir glucosa. Las
celulasas son producidas por los hongos Aspergillus Niger y Trichoderma reesei. La
fermentacién por cultivo sumergido se caracteriza por realizarse en presencia de
exceso de agua, la mayoria de enzimas generadas a gran escala se producen por
cultivo sumergido, debido a la facilidad y mayor control del manejo del proceso
(Sun & Cheng, 2002).

Fermentacion alcohdlica

Es utilizada posteriormente al proceso de la hidrdlisis enzimatica de biomasa
para produccién de bioetanol, tiene como finalidad bioldgica proporcionar energia
anaerdbica a los microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de oxigeno
para ello disocian las moléculas de glucosa y obtienen la energia necesaria para
sobrevivir, produciendo el alcohol y CO2 como desechos (Vazquez & Dacosta, 2007).

El proceso de fermentacién se representa mediante la siguiente ecuacién
estequiométrica: C6H1206 »2CH3CH20H + 2CO2 (Arismendy, 2021).
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El microorganismo mas utilizado en el proceso de fermentacion alcohdlica en
procesos industriales es la Saccharomyces cerevisiae, ha demostrado ser adecuado
para la fermentacion de hidrolizados lignocelulésicos. El rendimiento de etanol
producido dependera del rendimiento en los azucares y de la fermentabilidad de
la solucidn (Suarez et al., 2016).

Destilacion.

La destilacion es un proceso que consiste en la separacion fisica de una mezcla
que tiene puntos de ebullicion diferentes, donde se separan preferencialmente los
componentes mas pesados de la mezcla. Cuando la mezcla liquida de materiales
volatiles es calentada, el vapor saliente serd mas rico en el componente mas volatil
(basicamente el de menor punto de ebullicion) que el liquido desde el cual se generd.
A su vez, si un vapor es enfriado, el menos volatil (de mayor punto de ebullicion)
tendrd la tendencia a condensar en una proporcién mayor que el material mas
volatil (Gonzéles, 2021).
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CAPITULO IlI: DISENO
METODOLOGICO
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Figura 1. Disefio Experimental
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El disefo experimental que se presenta en la Figura 1, en donde se utilizd una
sola relacién Solido/Liquido siendo esta de 1/3y se evaluaron las variables como la
concentracién Enzima/Sustrato en 5 FPU/ g biomasa, 15 FPU/ g biomasa'y 25 FPU/
g biomasa evaluando también 3 diferentes valores de temperaturas que fueron
27 °C, 37 °Cy 47 °C para valorar si existe alguna influencia en los rendimientos de
obtencion de azulcares reductores con un disefio experimental de 32 con su respectiva
réplica obteniendo un total de 27 muestras para cada residual sumando 54 en total. —




Hipétesis

La temperatura y la carga enzimatica inciden en la produccién de azucares
reductores durante la etapa de hidrdlisis enzimatica y en el rendimiento final de

bioetanol

Identificacién De Variables

Variables Independientes

I Temperatura de hidrdlisis

I  Cargaenzimatica

I Composicién de la materia prima.

Variables Dependientes

| Liberacién de azucares reductores

| Rendimiento de bioetanol

Operacionalizacion De Variables

Tabla 2. Obtencidn de bioetanol de segunda generacion

Variables Dimensiones Indicadores Inst]rur.nento Referencia
o técnica
Dependiente: Evaluacion Concentracién de
Liberacién de . P azUcares reductores Método de DNS (Miller, 1959)
. fisicoquimica . ;

azUcares reductores en relacion al tiempo
Depe‘nd‘|ente: Evaluacién Concentracién Cromatografia (Mansur et
Rendimiento . P :

. fisicoquimica de bioetanol Gaseosa al, 2022)
de bioetanol

FDN Analizador de ANKOM
Independiente: Evaluacién FDA fibra ANKOM Tecnology
Composicion de fisicoquimicala | LDA 2000 Method
la materia prima materia prima Andlisis elemental Analizador UNE-EN
(CHONS) elemental ISO 16948

Independiente: Evaluacion de Incubadora orbital (Conesa
Temperatura la actividad Grados Celsius (°C) de temperatura

iy . etal, 2018)
de hidrdlisis enzimatica controlada

. . Evaluacion de
Independlientre.. la actividad FPU/gr biomasa (Conesa
Carga enzimatica L etal,2018)
enzimatica
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METODOS

Acondicionamiento de la materia prima

Cascara de * Pseudotallo de Musa
Jatrapha curcas X paradisiaca

Biomasa Lignoceluldsica

lReduccién de tamafio

Molienda
—_—

Biomasa molida

Figura 2. Acondicionamiento de CJCy PMP.

La cascara de Jatropha curcas y el pseudotallo de Musa paradisiaca frescos fueron
proporcionados por la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi (ESPAM).
La metodologia aplicada (figura 2), consistio en la eliminacidon de impurezas con
agua de grifo, luego las muestras se cortaron en piezas pequefias y fueron sometidas
a secado en una estufa (Mermmert) a 60 °C hasta peso constante, posteriormente,
se redujo el tamafo de particula en un molino automatico de laboratorio (Pro-02),
las muestras molidas se pasaron por un tamiz de T mm de didmetro, y finalmente,
se almacenaron hasta su uso en bolsas de papel a temperatura ambiente, para
prevenir la humedad (Legodi et al., 2021). Este proceso se realizd para aumentar la
superficie de contacto de las particulas que serdn sometidas a hidrdlisis, con el fin
de mejorar la produccidn de azucares.
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Pretratamiento quimico

| > cELULOSA 3 HEMICELULOSA 3 LIGNINA |

l.\ NaOH :: — . — |

Sustrato Base Mezclar en relacién Someter a 120°C y 1
1:6 (m/v) atm por 90 minutos

Figura 3. Pretratamiento Basico.

Una vez estandarizada la materia prima, esta se sometié a hidrolisis alcalina
(Figura 3) la cual implicé la suspensidn de la materia en una soluciéon de NaOH
al 3% en proporcion 1:6 (m/v), la cual fue esterilizada en autoclave (Biobase de
220V) a 120 °Cy 1 atm de presién por 90 minutos segun la metodologia descrita
por (Legodi et al., 2021). Luego se filtré el licor negro residual con gasa estéril y se
regulé el pH de la muestra con HCl al 1,6 % hasta 5. Este procedimiento se aplicé
principalmente para remover parte de la lignina presente en la biomasa, la cual
inhibe el rendimiento de las enzimas durante la hidrolisis enzimatica.

Hidrodlisis Enzimatica

o0 000000

Celulosa

<
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Figura 4. Representacién de la Hidrdlisis Enzimatica.

Temperatura 27,37y 47°C
Tiempo:120 Horas Glucosa
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La hidrolisis enzimatica del hidrolizado quimico se llevd a cabo en tubos falcon
de 50 ml donde se adiciond 0,6 g (base seca) de biomasa pretratada suspendida en
15 ml de agua destilada (carga de sdélidos del 4%) y celulasa de Aspergillus niger
diluida en relacion 1:14 (m/v) con buffer acetato de sodio (pH 5,2) (Conesa et al.,
2018). Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. La figura 4 presenta la
metodologia empleada durante el proceso de optimizacion de las condiciones de
operacion de la hidrolisis enzimatica. Para lo cual se empled un disefio factorial 32
Siendo los factores considerados la temperatura (27, 37,47 °C) y la carga enzimatica
(5,15y 25 FPU/ g biomasa). Por otra parte, el analisis estadistico, desarrollado en el
software OriginPro, buscd establecer las mejores condiciones para de operaciényla
interaccion entre las variables estudiadas, aplicando un analisis de varianza de dos
vias, la prueba de rangos de Tukey, diagrama estandarizado de Pareto y superficie
de respuesta, para los cuales se considera un intervalo de confianza del 95%.

Fermentacion alcoholica

A"
GHLOH ﬁﬂﬁ\
- HI

OH Levardura “&ﬁa" i a5
. -
oH oH A (o= ¢ Bo]
oH

] Eeano) Dioxido de carbono
B P :
-
| i .
Levadura en L s :
polvo activada e - : <
(Saccharomyces a . -
cerevisiae) Inoculacion con Incubacion por 120 horas

5. cerevisiae
Figura 5. Representacién de proceso de la Fermentacién Alcohdlica.

Concluida la hidrdlisis enzimatica se procedié a realizar la fermentacién alcohélica
del residuo lignoceluldsico. En la figura 5 se muestra que el hidrolizado que presentd
mayor rendimiento fue repetido con una carga mayor de sélido siendo este de 20 g de
biomasa (esto se realiza con el fin de obtener mayor cantidad de productosy residuos
los cuales se usaran para ser estudiados a través de andlisis fisico-quimicos) para
luego ser sometido a fermentacién alcohdlica con 0,75 g de levadura (Saccharomyces
cerevisiae) (Sefale S-04) a 30 °Cy 150 RPM por 120 horas de incubacion la cual tiene
como finalidad generar alcohol etilico (Schneider et al., 2017).
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Estequiometria y cinética de fermentacion

Los coeficientes de rendimiento para la fermentacion (Y, Y, o Yo,,J. se
determinaron a partir de la metodologia descrita por (Doran, 2012) basada en la
ecuacion estequiométrica del proceso fermentativo de células heterdtrofas (Ec.2)
la cinética de fermentacion se realiza con el propdsito de estudiar los cambios de

las concentraciones de los productos formados. a través del tiempo.
C,H,O, N+ bNH, - cCH O, +d CO,+e H,0 +fCHON,, (Ec.2)

Doénde: CWHXOy N_: Sustrato; NH; Fuente de nitrégeno; CquBNé: Biomasa
generada; CH,ON, : Producto.

Destilacion

Una vez realizada la fermentacion del hidrolizado enzimatico se procedié
a destilar segun la norma técnica INEN 340 (2016) a la que fue el sometido el
fermentado enzimatico la cual se realiza con la intension de separar el etanol como
producto de interés y la vinaza como residuo.

TECNICAS

Caracterizacion de materiales elemental (CHONS)

El analisis final (CHNS) fue desarrollado en un analizador elemental orgdnico,
mediante el método UNE-EN ISO 16948, el oxigeno se calculé por diferencia en peso

(0=100% - (C% - H% - N% - S%- Cenizas (bs)%) (Ecuacién 2)

Determinacion de fibra detergente neutra (FDN), fibra
detergente acida (FDA) y lignina detergente acida (LDA).

Todas las muestras fueron secadas a una temperatura fija de 60 °Cen una estufa
de aire forzado hasta obtener un peso constante. A continuacién, se molieron en
un molino de martillos, utilizando una malla con un tamafio de paso de 1 mm. La
determinacién de fibra neutro detergente (FND) y de sus distintos componentes:
fibra dcido detergente (FAD) y lignina acido detergente (LAD), se realizé mediante
el método secuencial de Goering y Van Soest (1970), empleando el analizador de
fibra Tecator, y mediante el procedimiento de Ankom Technology Corporation®.

Los contenidos en celulosa (CEL) y hemicelulosa (HCEL) se estimaron por
diferencia. En el método de Ankom se utilizaron bolsas de poliéster, libres de nitrégeno
y cenizas (ANKOM Corp. #Fs1). En cada bolsa, previamente tarada, se pesaron0,5g. de
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muestra. A continuacién, se selld esta con calory se agitd fuertemente para extender
la muestray lograr una distribucién uniforme de las particulas en su interior. Una vez
preparadas, se colocaron un total de 24 bolsas sobre un suspensor. El suspensor con
las muestras fue introducido en la cubeta de digestién del analizador (Ankom200),
rellendndose esta con 2100 ml de una solucién neutro detergente, preparada de
la misma manera que en el sistema convencional, con la excepcion de que se le
afadieron 6 g de sulfito sédico.

La digestidn tuvo una duracién de 80 minutos, desde el momento en que la
temperatura de la solucién neutro detergente alcanzé los 100°C. Al cabo de este
tiempo, se realizé el aclarado de las bolsas, que consistio en 5 lavados, de 5 minutos
de duracion cada uno, con agua. A continuacidn, se retiraron las bolsas del analizador
y se sumergieron en acetona durante otros 5 minutos. Transcurrido este tiempo se
retiraron y se dejaron secar al aire durante 1 hora. La desecacién se completd en
estufa hasta peso constante. EL contenido en FND se determiné por diferencia entre
el peso de la bolsa y el peso de la bolsa con el residuo que permanece después de
la digestion.

Para determinar el contenido en FAD, las bolsas con el residuo de FND se
incubaron, siguiendo el mismo procedimiento empleado para determinar la FND,
pero empleando una disolucion acido detergente de idéntica composicién a la
utilizada en el método convencional. Para determinar el contenido en LAD de las
muestras, las bolsas con el residuo de FAD se introdujeron en unajarra de vidrio (28
bolsas/jarra) ala que se afladieron 500 ml de 4cido sulfurico al 72%. A continuacidn,
se colocaron las jarras en un incubador (ANKOM Daisy) que las mantiene en constante
rotacion, permaneciendo en el mismo durante 3 horas. Pasado este tiempo, se lavaron
las bolsas con agua caliente hasta obtener un pH neutro en el agua de lavado, se
aclararon con acetona para remover el agua, se dejaron secar al aire y se completd
la desecacidn en estufa a 100 °C durante 48 horas. Una vez secas, se pesaron y se
incineraron en un horno mufla a 525 °C para determinar el contenido en cenizas.

Los datos obtenidos con los dos métodos se sometieron a un analisis de
correlacion y se compararon mediante una t para datos pareados. El coeficiente de
variacion (precisidn) para cada método y componente quimico se estimo a partir
de la varianza residual, considerando la muestra como fuente de variacion. Todos
los analisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico SAS (SAS, 1989).
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Determinacion de azucares reductores.

La identificacién de azucares reductores se realizd seguin el método de Miller
(1956), el cual se basa en la reduccion del &cido 3,5- dinitrosalicilico (DNS). Se separd
la parte liquida del hidrolizado mediante filtros de jeringa de nylon de didmetro
0,45 pm, luego se colocé 0,5 ml del liquido en tubos de ensayo y se agregé 0,5 ml
de reactivo DNS. La muestra se lleva a bafio maria con una placa calefactora a 90°C
por 5 minutos. La reacciéon se detiene por enfriamiento en hielo por cinco minutos
y se agrega 5 ml de agua destilada a cada tubo, por ultimo, se agita y se realiza la
lectura de la absorbancia a 540 nm en el espectrofotémetro.

Para la preparacién de la solucién de DNS, se disolvié 1,6 g de NaOH en 40 ml
agua destilada, luego se afladid lentamente 30 g de tartrato de sodio y potasio, se
completa 20 ml de agua destilada y se agrega 1 g de acido 3,5- dinitrosalicilico, se
homogeniza bien y luego se afora hasta 100 ml, finalmente este se almacena en un
frasco dmbar. La curva de calibracidn se realizé a partir de una solucién patrén de
1000 mg/l, a partir de la cual se diluyd 6 estandares con las siguientes concentraciones:
50, 100, 150, 200, 400 y 600 mg/| (Burgos, 2020).

Medicion de Potencial de hidrégeno (pH)

Se hizo uso de un potenciometro de marca OAKTON instruments, calibrado a
partir de soluciones buffer de pH4,7 y 10. La lectura de pH se realizd sumergiendo
directamente el electrodo en las muestras de hidrdlisis y fermentacion.

Deteccion de bioetanol por cromatografia gaseosa.

La concentracidn de bioetanol (ml/l) se evalué segun lo reportado por (Mansur
et al, 2021) en un cromatdgrafo de gases Trace serie 1310 (Thermo Scientific),
acoplado a una columna TR-Fame (Thermo Scientific) [Pelicula de 30 m(L)*0,25 mm
(DI) *0,25 um de espesor] como fase estacionaria. La inyeccion se realizé en modo
dividido (13:1) con un volumen de muestra de 0,1 pl, manteniendo a 180y 250 °C
el inyector y el detector, respectivamente. Se utilizé como gas portador (helio, 10
ml/), hidrégeno (30 ml/min) y aire (300 ml/min).

Las muestras inyectadas fueron extraidas durante la etapa de fermentacién,
previo a su aplicacion se centrifugaron y se colocd un ml de sobrenadante en los
viales para proceder al analisis cromatografico.

Se realizd una curva de calibracion, a partir de una solucién de bioetanol y
otra de bioetanol (1 mg/ml), se mezclé un ml etanol/metanol absoluto en 9 ml de
agua destilada, estas muestras se almacenaron en viales transparentes, se cerraron
herméticamentey colocaron en el cromatdgrafo para posteriormente ser analizadas.
El tiempo de ejecucion por cada muestra fue de siete minutos.
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Ensayos Estadisticos

La optimizacién de la hidrdlisis enzimatica fue desarrollada mediante un disefio
factorial 3%, todas las muestras fueron analizadas por triplicado.

Materiales o Reactivos

Materiales e instrumentos

Estufa: Modelo SN30 Convencién Natural, marca mermmet.
Termobalanza: Modelo BMA 150, marca Boeco Germany

Balanza analitica: Modelo PW serie 254, marca ADAM Equipment
Cabina de flujo laminar: Modelo BBS-H1100, marca Biobase
Espectrofotometro: Modelo Genesys™ 180 UV-VIS, marca thermo scientific.
Autoclave: Modelo BkQ-B75 Il, marca Biobase

Incubadora orbital: Modelo New Brunswick ™ Excella 24 Inc Shaker, marca
Eppendorf

Cromatografo de gases: Modelo Trace serie 1300, marca Thermo Scientific

Digestor de fibra: Marca Ankom 2%°

Reactivos e insumos

Celulasa: Enzima celulasa de Aspergillus Niger, Sigma-Aldrich (EE UU)
Acetato de sodio: Buffer pH 5.2, Sigma-Aldrich (EE UU)

NaOH: Hidréxido de sodio, grado reactivo (99%)

HCl: Acido Clorhidrico, grado reactivo (99%)

DNS: Acido 3,5-dinitrosalicilico, grado reactivo (99%) (Otto Chemie, India)
Tartrato de sodio y potasio: Lobachemi,India

Saccharomyces cerevisiae: Levadura comercial, Sefale S-04 de Fermentis
(Francia).
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CAPITULO IV: RESULTADOS
Y DISCUSION

Andlisis proximal y elemental de cdscara de Jatropha curcas y pseudotallo de
Musa x paradisiaca.

Tabla 3. Andlisis proximal de la cascara de Jatropha
curcas y pseudotallo de Musa x paradisiaca.

. Celulosa | Hemicelulosa | Lignina | Ceniza | Humedad .
Biomasa Referencia
%m/m
32,7 +0,2 21,613 11,2+0,4 49 59 Este estudio
) ) (Lateef &
27.0 150 1.0 Ogunsuyi, 2021)
(Sricharoenchaikul
56,31 17,47 23,91 6,3 0,68 etal, 2008)
cac
29,83 13,95 37.3 - - (Ewunie et al,, 2022)
(Sinche &
42,2+0,6 16,1 +0,5 259+0,8 - - Ramirez, 2022)
32,5 10,5 57 15,44 1,16 (Odetoye et al,, 2018)
33,1+0,3 16,1+£0,5 58+0,6 17,7 7.2 Este estudio S
32,5 13,0 32,2 12,5 10,2 (Taib et al., 2021) 2
23,82 25,69 8,56 - - (Meng et al, 2019) g
PMP (Md. Isl g
.Islam 5
42,35 22,63 15,36 18,7 4,73 etal, 2019) é
44,6 36,0 19,4 - - (Costa et al., 2018) g
35.5+0.7 11.9+0.7 10.8+0.7 - - (Lietal, 2021) %
1)

El analisis proximal y el contenido de lignocelulosa para la cascara de Jatropha
curcas y el pseudotallo de Musa x paradisiaca se resumen en la tabla 3. Como se
puede observar alrededor del 50% de la biomasa en base seca, corresponde a la
fraccién holocelulésica (Celulosa y hemicelulosa), la cual es fuente importante de
azlcares C6y C5. En el caso particular de la CJC, el contenido de celulosa encontrado
se asemeja a lo presentado por (Odetoye et al, 2018) y (Ewunie et al., 2022).




Por otra parte, la fraccion de lignina en el PMP fue notablemente inferior a lo
registrado en la literatura (Costa et al,, 2018; Islam et al,, 2019; Taib et al,, 2021). Mientras
que, para la CJC, (Sinche & Ramirez, 2022) y (Ewunie et al., 2022) mostraron valores
que van alrededor de 2 o 3 veces el contenido de lignina registrado en la biomasa
analizada, asi mismo, este fue similar a lo reportado por (Lateef & Ogunsuyi, 2021).

Tener un bajo contenido de lignina reduce problemas durante el proceso
enzimatico, puesto que este componente obstaculiza el acceso de las enzimas a la
fraccion holocelulésica, conduciendo a la unién improductiva de las enzimas sobre
el mismo (Przybysz Buzata et al, 2017). Debido a esto, es indispensable la eliminacién
parcial de lignina a través del pretratamiento de la biomasa, permitiendo aumentar
el drea de la superficie externa y la porosidad de la celulosa. Es asi que, (Ewunie
et al,, 2022) consiguieron reducir del 37,3 al 16% de lignina para CJC, a partir de
pretratamiento alcalino.

Por otra parte, se evidencié un bajo contenido de cenizas en la CJC (4,9%)
en funcién a la del PMP (17,7%), el cual sobrepasa el limite sugerido por (Arif
et al, 2019) para las materias primas empleadas en la produccion de bioetanol 2G,
correspondiente al 10%. Un alto porcentaje de cenizas podria afectar el rendimiento
de bioetanol, debido a problemas como inhibicién de la fermentaciony la aparicién
de costras e incrustaciones en los equipos de destilacion (Awoyale et al., 2021).
Estudios previos han reportado una mayor reduccién de compuestos inorganicos
(G, Al Si, Cly S) por medio de pretratamiento alcalino en comparacion a lo obtenido
via 4cida o hidrotermal (Awoyale et al., 2021; Olivo et al,, 2021).

Cabe recalcar que, las diferencias significativas entre las biomasas analizadas y lo
presentado en la literatura, podria deberse a varios factores que pueden influiren la
composicién de la biomasa como la variacidon geogréfica o estacional, diferencia en
reactivos, métodos usados en la caracterizacion, fase de crecimiento de la biomasa,
entre otros (Pfeil et al,, 2021).

Tabla 4. Composicion elemental de la Cascara de Jatropha
curcas y pseudotallo de Musa x paradisiaca.
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C H o N S C/N
Biomasa Referencia
%m/m
44,240,1 7,3+0,2 42,440,2 0,840,1 0,2+0,1 58,7 +8 Este estudio
(Odetoye
ac 41,46 4,68 52,08 1,29 <0,10 32,14 etal, 2018)
49,04 5,76 40,03 0,60 0,44 81,73 (Pfeil et al., 2021)

50,90 5,80 39,50 0,80 - 63,63 (Piloto et al., 2020)




35640,2 59+0,01 39403 1,6+0,01 0,08+0,01 22,21 Este estudio

PMP 33,36 4,88 59,99 1,85 - 18,03 (Islam et al., 2019)
37,93 4,46 55,37 1,87 0,37 20,28 (Taib et al,, 2021)
42,0 5,62 51,3 1,08 - 38,89 (Kumar et al,, 2019)
Paja de (Mishra &
trigo 41,9 5,6 52 0,3 0,33 135,39 Ghosh, 2019)
Bagazo (Mishra &
de cafa 39,91 5,34 54,26 0,28 0,22 142,55 Ghosh, 2019)
Rastrojo (Mathanker
de maiz 43,57 5,84 49,98 0,56 0,05 77,80 etal, 2020)
Bagazo (Parascanu
de 39,81 5,08 53,02 1,79 0,3 22,24
etal,2017)
agave

*El porcentaje de oxigeno se calculé por diferencia en peso.

**La relacién (C/N) se calculd a partir del contenido de carbono y nitrégeno de las biomasas.

El andlisis quimico elemental de la cascara de Jatropha curcas y pseudotallo de
Musa x paradisiaca se muestra en la tabla 4, este permite determinar el contenido
total de carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégenoy azufre (C,H,0, Ny S) de la biomasa,
de la cual, se evidencié predominio de Carbono y oxigeno en ambos casos. Estos
resultados fueron similares a lo presentado por (Pfeil et al, 2021) y (Odetoye et al,,
2018) para CJC, Asi mismo, los valores mostrados por (Islam et al,, 2019) y (Taib et al.,
2021) se aproximan a lo visto en este estudio para PMP. Y a su vez son comparables,
a lo visto en sustratos ampliamente estudiados para la produccién de bioetanol
como paja de trigo, rastrojo de maiz, bagazo de cafiay bagazo de agave. (Mathanker
et al, 2020; Mishra & Ghosh, 2019; Pahla et al., 2017; Parascanu et al., 2017). Lo que
manifiesta su potencial uso para la produccion de bioetanol.

Ademas, es evidente que la relacion de carbono biodisponible a nitrégeno (C/N)
de la CJC (58,7 +7,9) es mayor a la encontrada en el PMP (22,19 +1,0), sin embargo,
(Uckun & Liu, 2015) manifiestan que, la materia prima con una relacién C/N mayor a
30 es deficiente de nitrégeno para procesos bioldgicos y que a su vez esta condicién
puede desencadenar la produccién de etanol. En la misma investigacion, se alcanzé
la mayor produccion de etanol a partir de residuos alimentarios con C/N igual a 28,
mientras que al aumentar esta proporcién a 35 se condujo a una ligera disminucion
en la concentracién de etanol. Asi mismo, (Imamoglu & Sukan, 2014) encontraron
un contenido mas alto de etanol a partir de hidrolizados de cascarilla de arroz y
tallos de algoddn con una relacion C/N méxima de 27. Mientras que, Manikandan
& Thangavelu, (2010), obtuvieron una maxima concentracién de bioetanol a partir
de almiddén de tapioca con una relacién C/N de 35,2 mediante el cocultivo de
Aspergillus Niger y Saccharomyces cerevisiae.
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Tanto el nitrégeno como el carbono, cumplen un papel fundamental en la
sintesis, crecimiento y metabolismo de las células de todos los microorganismos,
alcanzando una mayor descomposicion microbiana cuando la relacion C/N de
los sustratos es de alrededor de 25 (Imamoglu & Sukan, 2014). En este sentido, se
podria definir que la proporcion de los elementos (C/N) influye directamente en
la produccién de bioetanol, de manera que, se puede considerar que la relacion
C/N mas adecuada para la produccion de bioetanol se encuentra en un rango de
28 a 35, segun lo descrito por (Uckun & Liu, 2015). Por lo cual el medio podria ser
suplementado con nutrientes que mejoren las condiciones del proceso, alcanzando
una relacién C/N préxima a la presentada en la bibliografia, con el fin de mejorar el
rendimiento en la produccién de etanol.

Pretratamiento Basico

Durante el pretratamiento de la biomasa se obtuvo un aumento en la
concentracién de azucares reductores iniciando con 0,074 (g/1) en CJCy 0,086 (g/1)
para PMP llegando a 0,5074 (g/1) y 0,6089 (g/I) respectivamente siendo este parte
del licor negro formado durante el pretratamiento, utilizando 6 ml de solucién de
NaOH (3%) por cada gramo de sustrato acondicionado. La cantidad de azucares
generados es considerable, segun (X. Li et al,, 2022) al aplicar la hidrélisis enzimatica
después del pretratamiento basico, se pueden obtener concentraciones mas elevadas
demostrando que existe un mayor grado de conversién de celulosa en azucares
simples (Figura 6).
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Figura 6. AzUcares reductores antes y después del pretratamiento basico.

*Azucares medidos en el lavado de la materia prima*
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Hidrolisis Enzimatica

Las hexosas (glucosa, fructosa, etc.) y las pentosas (xilosa, arabinosa, etc), son
los azucares generados en mayor medida a partir de hidrdlisis de la celulosa y la
hemicelulosa (Conesa et al., 2018). Sin embargo, al no utilizar ningun catalizador
especifico para la hemicelulosa, se supone una conversion insignificante de este
polimero durante esta experimentacién, por lo que se considera unicamente la
conversion de la celulosa. Las figuras 7 y 8 muestra el incremento en la concentracién
de azucares en funcion del tiempo para las diferentes configuraciones evaluadas.

Hidrdlisis Enzimatica de cascara de Jatropha curcas.
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Figura 7. Produccion de azdcares reductores en funcién del tiempo
para biomasa de CJC. (A) 27 °C; (B) 37 °C; (C) 47 °C.
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Hidrdlisis Enzimatica de Pseudotallo de Musa x paradisiaca.
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Figura 8. Produccion de azdcares reductores en funcién del tiempo
para biomasa de PMP. (A) 27 °C; (B) 37 °C; (C) 47 °C.

Enlafigura 7 se observa unincremento en las primeras 24 horas en la produccién
de azUcares reductores, tiempo después del cual la tendencia cambiay la reduccién
se mantiene constante lo cual indica el final del proceso. Se evidencia, también, que
el incremento de la temperatura y concentracion enzimatica condujo a un mayor 27




rendimiento, sin embargo, como se muestra en la figura 8 en el caso del pseudotallo
de Musa x paradisiaca, a pesar de registrarse un mayor incremento de sacarificacién
en las primeras 24 horas con la maxima concentracién de enzimas analizada, se
consiguid alcanzar valores muy cercanos en el contenido de azlcares entre el nivel
maximo y el intermedio de carga enzimatica. La maxima produccién de azucares
fue de2,0798 £0,00192y2,2113 £0,0067 g/l, para la cascara de Jatropha curcas y
pseudotallo de Musa x paradisiaca, respectivamente a 47°Cy carga enzimatica de
25y 15 FPU/g biomasa para cada biomasa estudiada.

2‘5|'|F.| 2‘5|'|]=:|
E2 E2

= ngﬁ = ngﬁ
E] 3
g 1.5 I % 15 —
-y I
:% 0.5 E 0,5

0 T1 T2 T3 0 T1 T2 T3

Figura 9. Grafico de barras para la produccion de azucares reductores: (A)
cascara de Jatropha curcas y (B) pseudotallo de Musa x paradisiaca.

Interaccion de las variables del Proceso.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Azicares Reductores A
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Azicares Reductores
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Figura 10. Diagrama de Pareto estandarizado para azucares reductores a partir de
biomasa de (A) cascara de Jatropha curcas y (B) pseudotallo de Musa x paradisiaca.

Los resultados de los analisis estadisticos (anexo 5), mostraron que los dos
factores (Temperatura y carga enzimatica), asi como sus interacciones presentaron
diferencias significativas x<=95%. Asi mismo, la prueba de rangos (anexo 5), mostré que
al utilizar cascara de piidn los promedios fueron diferentes entre si, a excepcién de
la configuracion T1E2:T1E3. Mientras que, para el pseudotallo de Musa x paradisiaca
no se encontré diferencias entre T1E2:T1E3; T2E2:T2E3; T3E2:T3E3 (Figura 10). Esto
sugiere la posibilidad de reducir el consumo de enzima en un intervalo de 15 a 25
FPU/g biomasa, sin afectar en gran medida el rendimiento final de azUcares reductores.

Asi mismo, mediante el diagrama de Pareto para los efectos estandarizados
(Figura 10A 'y 10B) se constatd que las variables en este estudio y la interaccién
entre si influyen de manera significativa sobre el proceso. Se deduce que la accién
enzimatica fue mayormente afectada por la temperatura en relacién a la carga
enzimatica tanto al emplear como sustrato cdscara de piidn o pseudotallo de
Musa x paradisiaca, por otra parte, la interaccion de las variables (A: B) y el efecto
cuadrdtico para la carga enzimdtica (B: B) poseen menor significancia en la produccion
de azucares reductores.

En el estudio realizado por (Nurfahmi et al, 2019) evaluaron 3 niveles de
temperatura (35, 70y 90 °C) a una concentracion fija de enzima 60 FPU/g de celulasa
en donde la mayor cantidad de azlcares se obtuvieron a 90 °C durante 48 h utilizando
como residuales racimos de frutos vacios de palma aceitera, también (Ben et al,, 2017)
comprobd que al utilizar bajas temperaturas a un pH y concentracion de enzimas
constante se obtienen valores bajo en azucares. En resumen, el aumento de este
pardmetro influye de manera positiva en la hidrdlisis enzimatica con la posibilidad
de obteneriguales o mayores resultados con una carga menor de enzima, ya que la
relacién cuadratica de la carga enzimatica refleja que el aumento en la concentracion
de enzimas podria conllevar a un menor rendimiento de azucares.
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Las gréficas de superficie de respuesta (Figura 11) nos permite evaluar la
interaccion que existe entre la concentracién enzimatica y temperatura en el proceso,
alavez querevela el nivel 6ptimo de las variables para maximizar el rendimiento del
proceso. Sin embargo, en el presente estudio no se logré identificar niveles éptimos
que permitan la mayor produccién de azucares, encontrando una mejor respuesta
al emplear los niveles maximos estudiados, a excepcion de la carga enzimatica
para pseudotallo de banano, con un valor de 21,9 FPU/g biomasa presentado en la
Tabla 5 en esta misma también se visualiza el rendimiento estimado que se espera
alcanzar a partir de los niveles seleccionados. De acuerdo con (Conesa et al., 2018)
la mayoria de las celulasas fungicas poseen un mayor rendimiento alrededor de los
50°C, por lo cual, la temperatura mas adecuada en este estudio correspondié a los
47°Cy no se descarta mejorar el rendimiento de la hidrdlisis al evaluar temperaturas
superiores a esta.

A
AR=2,95-0,14* T+0,006 * £+0,002 * T?+0,0001 * T * £-0,0002 * E*
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Figura 11. Superficie respuesta de la liberacién de azucares reductores a partir
de diferentes condiciones de temperatura y carga enzimatica. (A) Biomasa:
cascara Jatropha curcas. (B) Biomasa: Pseudotallo de Musa x paradisiaca
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Tabla 5. Optimizacidn de la etapa de hidrdlisis enzimatica

Biomasa Temperatura Carga Enzimética Concentracién
(°Q) (FPU/g biomasa) | estimada de AzR (g/l)
ac 47 25 2,0657
PMP a7 21,9 2,1293

Low et al. (2015) Reporta una conversidén maxima de celulosa del 43,38%
utilizando pseudotallo de Musa x paradisiaca como biomasa inicial y Trichoderma
reesej con actividad de 30 FPU/g biomasa, como catalizador bioldgico de la reaccién.
Valor cercano, al registrado en el presente estudio, con una maxima tasa de hidrdlisis
del 41,33% para el mismo material, con una menor carga enzimatica de celulasa
deA. Niger correspondiente a 21,93 FPU/g biomasa. Mientras que Gongalves et al.
(2013) registra una conversion del 74 %, empleando el coctel comercial de enzimas
Novozymes® (complejo de celulasa, f-glucosidasa y hemicelulasa). Asi mismo (Conesa
etal, 2018) reporta una produccién de 81 g/l de azlcares totales, al implementar el
uso de celulasay hemicelulasa deA. Niger, en el mismo estudio se sefiala, una mayor
produccién de azUcares con un pH de4,9, 50°Cy una carga enzimatica de 0,4 % m/m.

Otros estudios han registrado mayor produccién de azucares reductores al
emplear consorcios enzimdticos siendo ventajoso en lugar de utilizar enzimas
individuales, ya que estos, estan disefiados mediante la combinacién de diferentes
enzimas en proporciones fijas, para maximizar y acelerar la bioconversién de la
lignocelulosa en azlcares fermentables (Bhardwaj et al., 2020). Asi mismo, la adicion
de hemicelulasas hace posible la liberacién de mondmeros, propios de la hemicelulosa
como la xilosa y la arabinosa como lo menciond (Cruz et al., 2019).

Fermentacion Alcohdlica

Fermentacion alcohdlica de cascara de Jatropha curcas

Etanol (ml/1)
J
R LR ARAARARRRARARREREE RaRRE

J . . .

] 24 48 72 96 120 144
Tiempo {Horas)

Figura 12. Produccién de etanol en funcién del tiempo
a partir de Cascara de Jatropha curcas.
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Fermentacion alcohdlica de pseudotallo de Musa x paradisiac.
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Figura 13. Produccion de etanol en funcién del tiempo a
partir de pseudotallo de Musa x paradisiaca.

Se puede observar que la mayor produccién de etanol para la CJCy PMP en la
etapa de fermentacidn alcohdlica ocurre durante las primeras 48 horas posterior a
este tiempo la concentracion de etanol se mantiene constante.

Luego de establecer las condiciones éptimas de hidrdlisis enzimatica (tabla
6) se realizo el proceso de fermentacion con una carga de sustrato de 20 g de
biomasa inicial, alcanzando una concentracion de azuicares reductores de 2,431 +
0,0067 g/l para cascara de pindn y 3,0398 + 0,099 g/l para pseudotallo de Musa x
paradisiaca. Estos hidrolizados fueron fermentados por un periodo de incubacidén
de 120 horas con levadura comercial Saccharomyces cerevisiae a 30 °Cy 150 RPM
(Figura 12y figura 13).

Estos resultados son menores a lo registrado por (Rajeswari et al,, 2021), quienes,
por medio del pretratamiento de la biomasa con agua caliente y aplicacion de aditivos
naturales elaborados a partir de extracto de proteina de soya, evitaron la redeposicion
delalignina en la biomasa, mediante lo cual se obtuvo un contenido de glucosa de
870,11 mg/mLy una concentracién maxima de bioetanol de 0,443 ml/g después de
10 dias de fermentacidn. Por otra parte, (Khalil et al, 2015) reportan una produccién
de 10,5 ml/I de bioetanol destilado, a partir de hidrdlisis cida del bagazo de sorgo
dulce, el mayor rendimiento de bioetanol, en comparacion al presente estudio (2,45
y 2,36 ml/l), podria relacionarse al empleo del cultivo mixto de los microorganismos
(Stewart, 2014) ATCC 7754 y (Kalnenieks et al., 2020) ATCC 29191, ademas de la
suplementacién de nutrientes en el medio, para alcanzar condiciones adecuadas
para una éptima actividad de las levaduras durante el proceso fermentativo.
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Se puede observar que los valores de la produccién de etanol obtenidos en
la presente investigacion son bajos en comparacion con los de otros autores, Esto
puede deberse a que por una parte no hubo una eliminacion eficaz de la lignina
lo que provoca que no se liberara totalmente la celulosa. Otro factor que afecta la
Hidrdlisis enzimatica es la utilizacién de la enzima celulasa de Aspergillus Niger la
cual es una enzima comercial aislada, ya que al ser un residuo lignocelulésico puede
utilizarse otro tipo de enzimas que ayude a obtener altos rendimientos, segun lo
reportado por (Cruz et al., 2019) al aplicarse un complejo enzimatico en donde hay
una combinacion de varias enzimas, se puede obtener altos niveles de azucares
fermentables a comparacion de la presente investigacion.

C,H,,0,+0,848 NH, 4,242 Ch, .0, . N,,+0,67 CO, +1,75 H,0 +0,547 C,H,0

CJC YNH3/S YCH1,8300,56N0,2/S YCOZ/S YHZO/S YCZHGO/S
0,08 0,60 0,16 0,18 0,14

C,H,,0,+0,636 NH, 3,182 Ch, .0, . N,, +1,002 CO, +1,313 H,0 +0,908 C,H,0

PMP YNHB/S YCH1,8300,56N0,2/S YCOZ/S YHZO/S YCZHEO/S
0,06 045 0,24 0,13 0,23

Tabla 6. Rendimientos estequiométricos.

En la Tabla 6 se muestran los compuestos involucrados en la obtencién de
bioetanol, la ecuacién estequiométrica y los coeficientes obtenidos (Anexo 7)
durante la produccidn de etanol a partir de cascara de Jatropha curcas y pseudotallo
de Musa x paradisiaca.

Los rendimientos de los productos (YP/S) encontrados en esta investigacion
fueronde0,14 para CJCy0,23 para PMP gr C,H.O,/gr CH,,0, respectivamente, valor
alejado al rendimiento maximo tedrico (YP/S__ ) que se puede alcanzar, el cual es0,51
grC,H,0,/gr CH,,0,proporcionado por (Cevallos et al, 2021). Los rendimientos YP/S,
obtenidos la presente investigacion son menores a lo informado por (Boonchuay et al,
2021) quienes reportan unvalorde0,334 gr C,H.O,/gr C.H,,0, esto pudo deberse a
que aislaron y seleccionaron levaduras utilizando como residual mazorcas de maiz
ricas en celulosa. Por otro lado, (Rahayuningsih et al., 2022) reportan un rendimiento
similar al obtenido en el PMP siendo este de 0,23 gr C,H.O,/gr C.H,,O, en donde
utilizaron como materia prima residuos de tofu y levadura comercial sin aislar, en
otras palabras el uso y aislamiento de la levadura esta claramente influenciado en
el proceso fermentativo ya que al tener la presencia de levaduras que se enfocan
en la produccion de biomasa y CO, pueden afectar negativamente el rendimiento

ya que no estdn completamente direccionadas a la obtencién de alcohal.
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Balance de Masa.

Selucion NaOH  Solucien HCI Agua Destilada Coctel Enzimatico NH3 con
6180 kg 245012 kg 1625831 kg 170,80 kg 3a0kg 690 ke
- 1000 kg t - L 20503k —F - X 1741247k T = Etanol
clc * Prettatamiento *  Hidrolisis Enzimitica | Fermentacion " SS9k
v v v v
Licor Negro Tora Vinaza Agua
1250 kg 152181 kg 17395,65 kg 740 kg
Soluciba NaGH  Solucitn HCl Agm Destilada Coctel Enzimitico NE3 con
618D kg 2398, 54 kg 14703, 16 kg 154,50 kg 2a0kg 9.37ks
E .
1000kg T — 2265,51 kg T r | 1sTeSzkg — Etanol
PMP | ! Pretratamiento J *_ Hidrolisis Enzimatica * Fermentacion * 500 ;:!
¥ v v v
Licor Negro Toeta Vinaza Aga

313,03 kg 137624 kg 1572595 kg 5.0 kg
Figura 14. Balance de masa para CJCy PMP.

En la figura 14 se presenta un balance de masa para la cascara de Jatropha
curcas y pseudotallo de Musa x paradisiaca en el que se toma una base de 1000 kg
de residuo para calcular la cantidad de cada una de las entradas, salidas y lo que se
genera dentro del sistema para ambos residuales.

Es posible obtener etanol 2G de la cascara de Jatropha curcas y pseudotallo
de Musa x paradisiaca por el gran aprovechamiento de la celulosa contenida en
las biomasas lignocelulésicas siendo esta convertida en azucares fermentables, el
efecto de la hidrolisis enzimatica es notablemente positiva ya que representa una
mejora en la produccién del etanol siendo este considerado como un biocombustible
alternativo.

Si procesamos 1000kg de biomasa de cada residuo lignoceluldsico obtendriamos
5,92 kg de etanol para la cdscara de Jatropha curcas y 8,90 kg de etanol para el
pseudotallo de Musa x paradisiaca, aquellos valores son bajos a comparacién de otros
autores como (Rajeswarietal, 2021) y (Khalil et al,, 2015), para llevar a cabo el proceso
se necesitan grandes cantidades de recursos, sin embargo, se debe tomar en cuenta
que la materia prima utilizada es un residuo agroindustrial, lo cual generalmente no
tiene muchas aplicacionesy gran parte de ésta es quemada al aire libre atribuyendo
negativamente a los efectos sobre el medio ambiente (Olivo et al, 2021). También
podemos apreciar que entre los insumos utilizado en mayor cantidad es el agua,
ya sea en forma pura o en soluciones, la cual puede ser reutilizada al aplicarle un
tratamiento especifico. Después del proceso de fermentacién de los hidrolizados,
se obtienen subproductos de gran interés como vinaza y torta que podrian ser
aprovechados para la generacién de biogds (Parsaee et al., 2019) y empleado como 34
abono mejorador de suelo en cultivos (Rusecki et al., 2019).

CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION




CAPITULO V: CONCLUSIONES
Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La caracterizacion integral demostré que la presencia de carbono, nitrégeno,
celulosa y hemicelulosa en la cascara de Jatropha curcas y pseudotallo de
Musa x paradisiaca permitan utilizar estas biomasas lignoceluldsicas para
procesos de obtencidon de etanol 2G.

Los procesos de hidrdlisis quimica con NaOH y enzimatica con celulasa de
Aspergillus niger, sobre las biomasas lignoceluldsicas liberaron 2.07g/L
de Azucares reductores de la cdscara de Jatropha curcas y 2.13 g/L del
pseudotallo de Musa x paradisiaca. Valores adecuados para someterse a
procesos de fermentacion.

El proceso de fermentacion de los hidrolizados obtenidos para la cascara
de pifdn y pseudotallo de Musa x paradisiaca muestra una produccién
alta de etanol hasta las 48 horas, tiempo después del cual el proceso se
detiene. La produccidn de etanol alcanza un rendimiento de entre el 27%
y 45% en funcién de los maximos termodinamicos posibles a partir de la
glucosa y fructosa.

Los valores de rendimiento bioldgico (Y, ¢ Y, ¥ Yco,,s) €ncontrados en el
presente estudio, demuestran que la produccién de etanol 2G a partir de
la cascara de Jatropha curcas y pseudotallo de Musa x paradisiaca es una
de las alternativas viables para el uso y aprovechamiento de estas biomasas
lignoceluldsicas.

Recomendaciones

Para una mayor precisién en la obtencion de azucares, es recomendable
tener en cuenta la contaminacidn por hongos, levaduras u otro tipo de
microorganismos que consuman los azucares producidos por la hidrélisis
enzimatica. También tener presente las condiciones de pH necesarias en
donde las enzimas puedan tener mayor actividad como en el presente
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caso de la Celulasa "Aspergillus Niger” que opera con efectividad a un pH
6ptimo de 5.2.

Para que la hidrdlisis se lleve a cabo correctamente se debe de mantener
la mezcla con una agitacion constante, de forma que se mantiene
homogenizada la mezcla y que los mostos tienen mayor superficie de
contacto con las enzimas en la mezcla.

Para la etapa de fermentacion se debe controlar que no ingrese oxigeno
al medio y asi evitar la presencia de otros microorganismos que podrian
generar la sintesis de productos no deseados y comprometer la asignacion
de efectos Unicamente al caso de la enzima utilizada.
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