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1. RESUMEN

Objetivo:  Obtener etanol por Saccharomyces cerevisiae mediante la

biotransformacion de céscaras de platano de seda (Musa paradisiaca).

Método: Se estudio la hidrolisis enzimética y posterior fermentacién de las cascaras
de platano de seda al 30% (p/v) a una temperatura constante de 25°C. Las variables
independientes a controlar fueron los sélidos solubles (20, 23 y 25 grados Brix) y el
tiempo de fermentacion (72, 96 y 120 horas). La variable dependiente fue la Calidad
del etanol obtenido expresada como Grado alcohélico del mosto, Porcentaje de etanol
destilado y Porcentaje de rendimiento de etanol destilado. El disefio experimental fue

completamente al azar con modelo factorial 32,

Resultado: Se obtuvo etanol a partir de céascaras de platano de seda (Musa
paradisiaca). Existieron diferencias significativas para los sélidos solubles (°Brix) y
los tiempos de fermentacion versus la Calidad del etanol obtenido. El nivel de 20°Brix
fue en el que se presentd un mayor aumento de grado alcoholico (7°A), porcentaje de
etanol destilado (56.3%) y % de rendimiento de etanol (33.7%) a las 120 horas de

fermentacion.

Conclusiones: En la hidrdlisis enzimética con Celulasa fangica al 3% (p/v) y posterior
fermentacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae se obtuvo un producto de mayor
valor agregado, se definieron las condiciones de operacién y las etapas del proceso que
deberian ser adaptadas para la produccion de etanol a partir de cascaras de platano de

seda (Musa paradisiaca).

Palabras clave: Cascara de platano, Lignocelulosa, fermentacion, levadura, Etanol.



Il. ABSTRACT

Objective: Obtain ethanol by Saccharomyces cerevisiae through the biotransformation

of silk banana peels (Musa paradisiaca).

Method: Enzymatic hydrolysis and subsequent fermentation of 30% silk banana peels
(w / v) at a constant temperature of 25 °C were studied. The independent variables to
be controlled were soluble solids (20, 23 and 25 degrees Brix) and fermentation time
(72, 96 and 120 hours). The dependent variable was the Quality of the ethanol obtained
expressed as Alcoholic grade of the must, Percentage of distilled ethanol and
Percentage of distilled ethanol yield. The experimental design was completely

randomized with factorial model 32.

Result: Ethanol was obtained from silk banana peels (Musa paradisiaca). There were
significant differences for soluble solids (°Brix) and fermentation times versus Ethanol
Quality obtained. The 20°Brix level was where there was a greater increase in alcoholic
strength (7 © A), percentage of distilled ethanol (56.3%) and% yield of ethanol (33.7%)
at 120 hours of fermentation.

Conclusions: In the enzymatic hydrolysis with 3% fungal cellulase (w/v) and
subsequent fermentation of the yeast Saccharomyces cerevisiae, a product with a
higher added value was obtained, the operating conditions and the process steps that

should be adapted for Ethanol production from silk banana peels (Musa paradisiaca).

Key words: Banana peel, Lignocellulose, fermentation, yeast, Ethanol.



I11.  INTRODUCCION

3.1: Problema de investigacion

La tendencia mundial es el notable crecimiento en la generacion de residuos, derivado
del incremento en la generacion de productos comercializables. Los residuos
agroindustriales son materiales en estado sélido o liquido que se generan a partir del
consumo directo de productos primarios o de su industrializacion, y que ya no son de
utilidad para el proceso que los generd, pero que son susceptibles de aprovechamiento
o transformacidn para generar otro producto con valor econémico, de interés comercial

y/o social.

En nuestro pais los mercados y las industrias agroalimentarias generan una gran
cantidad de residuos sélidos vegetales que comprometen gravemente los ecosistemas
por su alta concentracion de materia organica. Nuestras ciudades generan cada vez mas
cantidad de residuos cuya disposicion final se realiza en botaderos a cielo abierto o
cuerpos de agua constituyendo un problema para la salud publica, ademas los elevados

volimenes suponen importantes costos de recoleccion y disposicion final.

Los residuos sélidos, semisolidos o liquidos pueden ser insumo para generar productos,
obtener bioenergéticos y para reducir el impacto ambiental que ocasionan. (MEJIAS et
al., 2016).

La alta produccion de residuos sélidos organicos esta impulsando a los investigadores
a estudiar los productos agricolas y subproductos de las mismas después de ser
sometidas a procesos de transformacion agroindustrial, estos subproductos o residuos
en su mayoria corresponden a biomasa lignoceluldsica rica en polimeros de celulosa y
hemicelulosa entre 75-80% (SANCHEZ, 2010). Por ejemplo, de la hidrolisis de
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residuos lignoceluldésicos como la cascara de frutas que en su gran mayoria son
consideradas biomasas desvalorizadas, se puede obtener jarabes glucosados para
obtener bioetanol (TEJEDA et al., 2010).

Por tal motivo, en esta investigacion se pretende obtener etanol a partir de una materia
prima diferente a la convencional como la cafia de azlcar y utilizar en este caso la
cascara de platano como Unica materia prima esencial del proceso y darle valor
agregado a productos o subproductos a partir de céscara de platano, esta seria una

opcion para incrementar el nivel comercial de este insumo en nuestro pais.

3.2: Importancia y justificacion de la investigacion

Importancia de la investigacion

En nuestro pais, el mercado industrial y minorista utiliza del fruto del platano, la pulpa
para el procesamiento y posterior consumo, mientras que las cascaras son desechadas
sin conocer que estos pueden ser aprovechados para ser procesados y obtener

subproductos como el etanol.

Los residuos industriales del platano son una alternativa de bajo costo para la
produccion de etanol. Este desecho contiene azlcares simples fermentables (glucosa,
fructosa y sacarosa) y cantidades significativas de celulosa y de hemicelulosa
potencialmente hidrolizables. (VINCENT et al., 2006).

La presente investigacion es viable en cuanto a recursos humanos, materiales y tiempo
y permite sustentar conceptual y metodologicamente la importancia de aprovechar los
residuos organicos agroindustriales generados del procesamiento del platano para
obtener productos intermedios de alto valor agregado como el etanol y es un aporte de

beneficio para empresas de transformacion de materia organica, industria quimica,
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industria farmacéutica, empresas agroindustriales, mercados y de consulta para
profesores, profesionales, alumnos y empresarios afines al quehacer alimentario, y en

consecuencia participar fortaleciendo a la institucion.

Justificacion de la Investigacion

El uso racional de los recursos es un factor importante que orienta al disefio a sumar
esfuerzos para crear estrategias de consumo y reduccion de impactos generados a lo
largo del ciclo de vida de los productos; de esta forma, en los procesos de desarrollo y
fabricacion de productos debe considerarse el aprovechamiento concientizado de los
residuos que se generan, asi como la utilizacion de la materia prima residual para la
creacion de nuevos productos, ayudando ademaés, a la busqueda del equilibrio
sostenible del planeta. (HERNANDEZ et al., 2015).

En el Per( se genera un gran volumen de desechos solidos (cascara y bagazo), que
resultan al consumir directamente la fruta o al procesarlas para la obtencién de
mermeladas, chifles y conservas de platano, y que ya no son Utiles para el proceso que
los generd, pero que pueden aprovecharse para obtener un producto con valor agregado
econdmico, comercial y principalmente la eliminacion de una fuente de contaminacion

del medio ambiente.

Las aplicaciones industriales del platano son su uso como sustituto de grasa en
alimentos bajos en calorias, espesantes o de consistencia para dar caracteristicas de
viscosidad, adhesivo, enlazador, formador de pelicula, agente gelificante, retenedor de
agua y texturizante (APARICIO, 2007). Siendo el fruto del platano el producto mas
utilizado como tal; pero las cascaras que es el residuo producidos de este producto,

algunas veces quedan en el abandono y no son utilizados.
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Es importante que el residuo esté disponible localmente y en las cantidades necesarias
para asegurar la fabricacion de un producto de interés. (SAVAL, 2012).

El interés para desarrollar la presente investigacion surge a partir de la falta de
aprovechamiento de residuos sélidos vegetales y, asimismo, los mercados y las
empresas agroindustriales disminuiran los costos asociados a la disposicion de residuos
solidos vegetales y por lo tanto el impacto al ambiente serd menor disminuyendo las

afectaciones medioambientales que su disposicion provoca.

Este trabajo pretende utilizar las céscaras de platano como sustrato para la produccion
de metabolitos de interés como etanol realizando una previa hidrolisis del material
lignoceluldsico de las cascaras con enzimas celulasas y su posterior fermentacion para
obtener un producto que puede ser utilizado en la agroindustria, empresas de

transformacion de materia organica, industria quimica y farmacéutica.
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IV. MARCO TEORICO

4.1: Platano

Es una planta herbéacea de la familia Musaceae. Se cree es originaria de las regiones
tropicales del sur de Asia. El platano es uno de los cultivos més comunes en todos los
paises con clima tropical, de todo el fruto lo Unico que es consumido por el humano es
la pulpa por lo que se generan grandes cantidades de desperdicio, este generalmente se
coloca en basureros municipales lo que contribuye a la existencia de problemas
ambientales (WACHIRASIRI et al., 2009).

La produccion mundial de bananos y platanos es de aproximadamente 145 millones de
toneladas (106 millones de banano y 39 millones de platano) y, de este total, alrededor
del 87% se produce para los mercados locales, nacionales y para el consumo interno
(FAO, 2011).

En el Per(, la mayor produccion de platano la aportan las Regiones de Piura 'y Tumbes,
seguida de las regiones de Ucayali, Amazonas. Las principales variedades de platano
son Seda, Seda Congo, Isla, Bellaco y Bizcocho. Aproximadamente el 90% de la
produccién nacional se destina al autoconsumo y la diferencia es para la
comercializacion regional, nacional y para exportacion. El principal mercado de
consumo es el departamento de Lima, que absorbe el 8% de la produccion total de la
selva y costa norte. (UNALM — AGROBANCO, 2011).

Aunque la planta de banano tiene el aspecto de arbol por su tamafio y apariencia, es en
realidad una planta herbacea perenne gigante, que alcanza de 3.5 a 7.5 metros de altura
y cuyo “tallo” consiste en un cilindro formado por los peciolos de las hojas, las cuales
estan dispuestas en forma de espiral, de diverso tamafio, de base obtusa, redondeada o

subcordada; su apice es agudo, truncado 0 con muescas y margenes enteros pero
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facilmente rasgables, su color es verde amarillento, de 1.5 a 3.0 m de largo, mas largas
que anchas; los peciolos de las bases envainantes son semi cilindricos (BANASCOPIO,
2015).

El fruto del platano es una baya partenocarpica; es decir, se forma sin necesidad de que
las flores femeninas sean polinizadas. Por ser un fruto climatérico, contindia madurando
después de la cosecha, pero el fruto debe recolectarse cuando esta fisiol6gicamente
maduro (verde-maduro). Su forma tamario y color, depende de la variedad cultivada.
(TORRES, 2012). En la Figura N°4.1 se muestra las caracteristicas morfoldgicas de la
planta y fruto del platano. (Musa paradisiaca).

FIGURA N°4.1.
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE PLANTA Y FRUTO DE
PLATANO (Musa paradisiaca)
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Descripcion Boténica del platano

Dentro de la clasificacidon taxondmica, este cultivo pertenece a la familia Musaceae,
que se agrupa dentro del orden Zingiberales y se encuentra distribuida a través de los
trépicos de ambos hemisferios (TIGASI, 2017). El platano comprende tres géneros y
cerca de 42 especies: Musa (35 especies), Ensete (7 especies), Musella (1 sola
especie). Algunos géneros son cultivados a través de los tropicos como producto

alimenticio y algunas veces como ornamentales (SOTO, 2008).

En la Tabla N°4.1 se muestra la clasificacion botanica del platano.

TABLA N°4.1
CLASIFICACION BOTANICA DEL PLATANO (Musa paradisiaca)

Reino Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Sub-clase Zingiberidae
Orden: Zingiberales
Familia: Musaceae

Sub familia: Cucurbitoideae
Género: Musa

Especie: M. paradisiaca (L)

Fuente: SOTO, 2008.
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4.2: Composicion y valor nutritivo.

La composicion quimica, fluctia de acuerdo a la interaccion de factores especificos del
cultivar, del estado de maduracién, las condiciones ambientales y las practicas
agricolas empleadas, ademas del tratamiento postcosecha (ARVANITOYANNIS y
MAVROMATIS, 2009).

La pulpa de platano contiene diversas propiedades, como lo han demostrado estudios
realizados sobre este. Tiene un elevado valor energético (1.1.- 2.7 Cal/100 g), contiene
numerosas sales minerales, entre ellas se presenta las sales de hierro, fosforo, potasio
y calcio (SAG, 2011). De manera general, la pulpa de platano es una excelente fuente
de potasio. El potasio se puede encontrar en una variedad de frutas, verduras o incluso
carnes, sin embargo, un solo platano puede proporcionar hasta el 23% de potasio que
se necesita al dia. (KUMAR et al., 2012).

El potasio beneficia a los masculos, ya que ayuda a mantener su buen funcionamiento
y evita los espasmos musculares (HERNANDEZ & VIT, 2009). Ademas, estudios
recientes muestran que el potasio puede ayudar a disminuir la presion arterial y también

reduce el riesgo de accidentes cerebrovasculares. (KUMAR, et al., 2012).

El platano es rico en vitaminas A, Bs, C y D, dando beneficios especialmente a los
huesos y musculos del cuerpo humano. Ya que uno solo de estos frutos esta constituida
principalmente por un 85-90 por ciento de agua y de 8 a 10% de azUcares de los cuales
dos terceras partes se encuentran en forma de sacarosa y el resto como glucosa y
fructosa (BLASCO & GOMEZ, 2014).

Précticamente no contiene almidon y su contenido de proteinas y grasa es muy baja.
Contiene 0.6 a 0.9 % de acidos de los cuales el 87 % es acido citrico y el resto acido
malico (SAG, 2011).

17



En la Tabla N°4.2 se muestra las determinaciones quimicas proximales a muestras

representativas de platano.

TABLA N°4.2:
DETERMINACIONES QUIMICAS PROXIMALES A MUESTRAS
REPRESENTATIVAS DE PLATANO (Musa paradisiaca)

Caracteristica Platano
Humedad 70,0 %
Proteina 1.5%
Grasa 0,3%
Carbohidratos 689
Fibra cruda 1,19
Ceniza 1,29
Calcio 10 mg
Fosforo 80 mg
Hierro 0,8 mg
Acido ascorbico 1,4 mg
Riboflavina 0,22 mg
Tiamina 0,11 mg
Caroteno 0,72 mg
Niacina 0,90

Fuente: BONSAK, 2006.
El platano tiene gran valor nutricional. Tiene una rara combinacion de valor energético,

construccién de tejidos, elementos, proteinas, vitaminas y minerales. Es una buena

fuente de calorias ya que es rica en solidos y bajo en contenido de agua en comparacion
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con otras frutas frescas. Los platanos son una buena fuente de Vitamina C que ayuda a
reconstruir el sistema inmunoldgico, también son relativamente faciles de digerir en
comparacion con otros alimentos y por lo que son inestimables para personas con
sistemas de inmunidad comprometida. La vitamina C también aumenta la absorcion de
hierro y aumenta la formacion de sangre, estos dos beneficios para la salud de los
platanos hacen que sea ideal para personas con anemia o problemas relacionados a la
sangre (BLASCO & GOMEZ, 2014).

Los platanos también se pueden incluir en una dieta para la presion arterial alta, ya que
contienen potasio que ayuda a reducir y controlar los niveles altos de presion sanguinea.
Ademas, los platanos no contienen incluso pequefias cantidades de grasa, colesterol o
Sodio que lo convierte en una opcién de comida saludable. Incluso para los planes de
dieta restrictiva. (BLASCO & GOMEZ, 2014).

La pulpa del platano verde contiene del 70-80% de almiddn en peso seco, ademas,
contiene cantidades casi insignificantes de proteinas y grasas. La ceniza es

relativamente rica en potasio, magnesio, sodio, fosforo. (APARICIO, 2007)

4.3: Componentes de la cascara de platano

Aprovechamiento y valoracion de la cascara de platano

El principal subproducto del proceso industrial del platano, es la cascara la cual
representa aproximadamente el 30% del peso del fruto (GONZALEZ et al., 2010); las
aplicaciones potenciales para la cdscara de platano dependen de su composicion
quimica. La cascara de platano es rica en fibra dietética, proteinas, aminoacidos
esenciales, acidos grasos poliinsaturados y potasio; entre los esfuerzos para utilizar la
cascara se han obtenido proteinas, metanol, etanol, pectinas y enzimas. (EMAGA et
al., 2007).
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La céscara de platano tiene un alto contenido de fibra dietética (50 g/100g) por lo que
es una buena fuente de este compuesto, se ha determinado que la maduracion del
platano muestra un impacto positivo en la composicion de fibra de la cascara,
compuesta principalmente de celulosa, lignina, hemicelulosa y pectina (EMAGA et al.,
2007), diversos estudios epidemioldgicos han demostrado que las dietas con una
ingesta disminuida de fibra estan relacionadas con la aparicién de ciertas patologias
como el cancer de colon y la aterosclerosis; la fibra dietética ha cobrado interés en los
ultimos afios debido a los efectos benéficos que presenta para la salud ya que ayuda a
la reduccion del colesterol en la sangre y desarrollo de la flora intestinal, mejora el
control de la glucemia y la sensibilidad a la insulina en los individuos diabéticos,
facilitando la pérdida de peso (GARCIA et al., 2003) por lo que actualmente, es uno de
los principales ingredientes en alimentos funcionales y se estd incorporando

progresivamente a todo tipo de alimentos y bebidas (FINGOLO et al., 2012).

Entre otros usos se ha obtenido carbon vegetal, una fuente de combustible alternativa
para cocinar. La cascara en conjunto con otras sustancias crea un unguiento para reducir
los dolores causados por la artritis, (KUDAN, 1975), ademas se considera que la
cascara de platano puede ser una fuente potencial de sustancias antioxidantes y
antimicrobianas, (SAIF & HASHINADA, 2005). Asi como compuestos fitoquimicos
con actividad contra radicales libres. (ARAWANDE & KOMOLAFE, 2010).

Varios autores han analizado el efecto de los compuestos antioxidantes presentes en
cascara de platano, para identificar el efecto sobre los radicales libres los cuales se
producen continuamente en nuestro organismo ya sea de manera natural o por el estrés
ambiental, asi como otros factores relacionados con muchas enfermedades como el
cancer, aterosclerosis, artritis, enfermedad de Parkinson y Alzheimer. (BLASCO &
GOMEZ, 2014).
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Composicion de la lignocelulosa.

La biomasa lignoceluldsica es un heteropolimero formado de esteres extraibles,
proteinas, carbohidratos, celulosa, hemicelulosa, lignina y minerales (PEREZ et al.,

2002). Presente en residuos agricolas, industriales, forestales, municipales, pastos, etc.

La biomasa lignoceluldsica estd compuesta por los polisacaridos, lignina y otras
sustancias cuya energia almacenada en sus componentes, la hacen tener un enorme
potencial biotecnol6gico. (MEDINA et al., 2011).

Comprende del 60-80% del material lignocelulésico. Este componente hace referencia
a la celulosa y hemicelulosa que son hidrocarbonos de alto peso molecular
(MATHEWS et al., 2004). En la pared celular vegetal, los polisacaridos celulosa,
hemicelulosa y lignina forman microfibrillas (Figura N°4.2), dispuestas en macrofibras
que dan firmeza. (BELLIDO, 2013).
FIGURA N°4.2
ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPONENTES
LIGNOCELULOSICOS
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Fuente: adaptado de BELLIDO, 2013).
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4.4. Etapas de obtencion de Etanol biolignocelulésico

Para convertir la biomasa lignocelul6sica a etanol deben realizarse cuatro etapas; 1)
pretratamiento, para desagregar y solubilizar la lignina total o parcialmente, hidrolizar
el polisacarido hemicelulosa y disminuir la cristalinidad de la celulosa; 2) hidrolisis de
la celulosa, para obtener glucosa; 3) fermentacion y 4) destilacion del etanol
(MATEUS, 2011), (Figura N°4.4). Estas etapas pueden llevarse a cabo mediante
distintas configuraciones de proceso y dentro de cada una de ella existen multiples
alternativas. (MERINO & CHERRY, 2007).

FIGURA N°4.4
PROCESO DE OBTENCION DE ETANOL LIGNOCELULOSICO
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Fuente: MATEUS, 2011.

Pretratamientos de la biomasa lignocelulésica

Para poder procesar adecuadamente los materiales lignoceluldsicos es necesario
someterlos a pretratamientos para poder favorecer la hidrélisis de la celulosa para
generar azucares fermentables mediante el uso de celulasas (MEDINA et al., 2011; HU

& WEN, 2008). La lignocelulosa es altamente resistente a hidrolisis, ya que el conjunto
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de celulosa, hemicelulosa y lignina, estan unidos entre si por enlaces covalentes,

diversos puentes intermoleculares y fuerzas de van der Waals (KUMAR S. et al.,

2010).

En la Tabla N°4.3 se muestran los tipos de pretratamientos para materiales

lignocelulosicos con algunos ejemplos de pretratamientos.

TABLA N°4.3

PRETRATAMIENTOS PARA MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

Pretratamiento

Descripcion

Fisico

Autohidrolisis

Quimicos

Oxidativos

Biologicos

Reduccidn de tamafio de particula para aumentar el
area de superficie de hidrolisis.

Altas temperaturas (150 - 180 °C) y presion, la
hemicelulosa y lignina comienzan a solubilizarse
dejando a la celulosa mas expuesta.

Solubilizan la lignina y la hemicelulosa dejando a la
celulosa expuesta para ser hidrolizada. Se emplean
acidos y/o bases.

Se agregan agentes oxidantes como acido acético,
peroxido de hidrogeno u ozono. donde se afecta a la
lignina v hemicelulosa.

Utilizacion de hongos y bacterias capaces de
solubilizar la lignina y dejar expuesta la celulosa para

ser hidrolizada.

Fuente: ARELLANO, 2015.
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4.5. Hidrolisis enzimatica

En esta etapa se produce la liberacion de azucares simples que provienen del material
lignoceluldsico degradado por enzimas especificas para este propdsito. Las enzimas
involucradas en este proceso son principalmente las endoglucanasas, exoglucanasas y
B-glucosidasas (TALEBNIA et al., 2010), que trabajan sinérgicamente en la liberacion
de glucosa. Las endoglucanasas atacan sitios internos de las regiones de baja
cristalinidad de la fibra de celulosa para transformarla en cadenas de extremos libres.
Las exoglucanasas atacan los extremos libres, removiendo unidades de moléculas de

celobiosa, las cuales son transformadas en glucosa por la accién de las B-glucosidasas.

La Ecuacion 4.1 ilustra el mecanismo utilizado para la transformacion de celulosa a

simples unidades de glucosa.

Endoglucanasas
(CsH1205)2n Exoglucanasas NCgHy044 B-glucosidasas 2nCgHy504

Celulosa " Celobiosa Glucosa

Ecuacion 4.1

De acuerdo a lo reportado por TALEBNIA et al., (2010); CASTRO et al., (2004), la
hidrolisis enzimatica sufre de inhibicion por sustrato y por producto final, lo que puede
afectar importantemente la liberacién de glucosa. La hidrolisis enzimatica de
carbohidratos de plantas ha emergido como la tecnologia més prominente para la
conversion de biomasa en monodmeros de azucares para la subsecuente fermentacion y
generacion de bioetanol (LISCANO, 2014).

Durante el pretratamiento el sustrato lignocelulésico aumenta la digestibilidad con el

incremento de la porosidad permitiendo la accesibilidad de las celulasas a la celulosa.
(BOHORQUEZ & HERRERA, 2005).
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Las celulasas son una mezcla de tres enzimas que actlan simultdneamente en la
hidrélisis de la celulosa: endoglucanasa, celobiohidrolasa y celobiasa (B—glucosidasa).
Las primeras dos enzimas actlan directamente en la celulosa. Los principales
productos de reaccion son la celobiosa y la glucosa; la celobiosa es entonces
hidrolizada a glucosa por la celobiasa. Las endoglucanasas y las celobiohidrolasas
degradan a las celodextrinas solubles y a la celulosa amorfa); sin embargo, la
celobiohidrolasa degrada a la celulosa cristalina de una manera mas eficiente
(BOHORQUEZ & HERRERA, 2005).

En la Figura N°4.5 se muestra la representacion esquematica de hidrolisis de la celulosa
amorfa y microcristalina por celulasa no complejada (A) y complejada (B) sistemas.
Los cuadrados solidos representan extremos reductores, y los cuadrados abiertos
representan extremos no reductores. se indican las Regiones amorfas y cristalinas.
(LYND et al., 2002).
FIGURA N°4.5
REPRESENTACION ESQUEMATICA DE HIDROLISIS DE LA CELULOSA
MICROCRISTALINA'Y AMORFA POR EL COMPLEJO CELULASA.
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Fuente: (LYND et al., 2002).
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Actualmente se propone el uso de enzimas segregadas por hongos filamentosos para la
hidrélisis enzimética de residuos lignocelulésicos como son: las celulasas, que
engloban un conjunto de enzimas que hidrolizan la celulosa cristalina a pequefios
oligosacaridos y posteriormente a glucosa; y las hemicelulasas, que hidrolizan la
hemicelulosa a azlcares monoméricos (KROGH et al., 2004; WEN et al., 2005;
SEHNEM et al., 2006).

PAREDES et al., (2010), informan que la especificidad de hidrolisis hace que las
celulasas actien a condiciones bastante especificas u 6ptimas de pH y temperatura, 5,3
y 50 °C respectivamente. A la temperatura de 50°C produce la mayor cantidad de
glucosa en 1000 ml de sustrato y que a las temperaturas superiores e inferiores a la
Optima, la enzima produce menor cantidad de azlcares. En la Tabla N°4.4 se
encuentran los pardmetros de operacién mas relevantes a los que se trabaja para la
hidrélisis enzimatica en condiciones 6ptimas, lo que permite obtener altos rendimientos
de glucosa. (JURI, 2011; TALEBNIA et al., 2010).

TABLA N°4.4
RANGO OPTIMO DE OPERACION DE LOS PARAMETROS EN LA
HIDROLISIS ENZIMATICA

PARAMETRO RANGO OPTIMO DE OPERACION
Temperatura 45 -55°C

pH 4-5

Dosis de Celulasa 10 — 30 [FPU/g material lignocelulosico]
Tiempo de accion 48 -72 horas

Fuente: JURI, 2011; TALEBNIA et al., 2010
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4.6: Sélidos Solubles (Grados Brix)

El grado Brix es el indice de refraccion que da una disolucion del 1% de sacarosa en
peso, 1° brix, corresponde a 1 gramo de azucar en 100 gramos de solucién azucarada
(es decir el peso de la solucion una vez hecha la mezcla y este tipo de relacion se la
conoce como peso en peso). Grados Brix = Grados baumé x 1.8 (AMERINE & OUGH,
2001).

El contenido de sélidos solubles o grados Brix proporcionan una medida objetiva de la
concentracion de azucares disueltos en un producto y de la idea del nivel de dulzura
del mismo (HERNANDEZ & MARTINEZ, 2012). En esta prueba se mide la cantidad
de elementos solubles presentes en la muestra, mediante la refractometria, la cual esta
dada por la desviacion de angulo luminoso, los azdcares, acidos orgéanicos y alcoholes
hacen parte de estos elementos solubles. La concentracion en sélidos solubles de una
solucion se expresa en grados Brix. Originariamente, los grados Brix son una medida
de densidad. Un grado Brix es la densidad que tiene, a 20° C, una solucién de sacarosa
al 1 %, y a esta concentracion corresponde también un determinado indice de
refraccion. (SIERRA et al., 2010).

Como los so6lidos no son solamente sacarosa, sino que hay otros azlcares, acidos y
sales, un grado Brix no equivale a una concentracion de sélidos disueltos de 1g/10ml.
Los grados Brix son, por tanto, un indice comercial, aproximado, de esta concentracion

que se acepta convencionalmente como si todos los sélidos disueltos fueran sacarosa.

4.7: Fermentacion Alcohdlica

La fermentacion alcoholica de levaduras y algunas bacterias pertenece al metabolismo
anaerobio donde la glucosa es oxidada parcialmente por la glucdlisis hasta piruvato, el
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cual se descarboxila y es reducido a etanol por la accion de la coenzima NADHo.

(MATHEWS et al., 2004; MCKEE & MCKEE, 2014) (Figura N°4.6).

La ecuacion general de la conversion de piruvato en etanol se indica en la Ecuacion 2:

)\( Plruvato

Hs descarboxilasa
Piruvato

NADH
+ H* NAD*

CHs
Acetaldehido

\{ Alcohol >’/

deshidrogenasa *

CHz
Etanol

RUTA METABOLICA DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA.

FIGURA N°4.6
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+
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Fuente: MCKEE & MCKEE, 2014.
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4.8. Limitantes de la fermentacion alcohdlica.

La levadura consume azucares reductores para obtener etanol y la eficacia de la

conversion depende de las adecuadas condiciones. (ARGOTE et al., 2015).

Se deben tener en cuenta los siguientes factores:

a) Tolerancia de alcohol

De la composicion de la membrana y su fluidez depende la habilidad celular para
tolerar el alcohol (TOMASSO, 2004). El etanol mayor al 8% puede inhibir el
crecimiento celular, la viabilidad y la fermentacion (SUAREZ et al., 2016). No se
recomienda terminar la fermentacion con alto grado alcoholico (RIEGEL &
KENT., 2003).

b) Acidez del sustrato.

Las levaduras se afectan por el ambiente acido o alcalino siendo el nivel idoneo de
pH de 3.5 a 5.5 (ACOSTA, 2012), durante la fermentacion, el pH disminuye al
producirse 4cidos (RIOS et al., 2005). Las levaduras soportan medios méas acidos
gue otros microorganismos, lo que permite controlar bacterias que compiten por
el sustrato. (BELTRAN et al., 2002).

c) Aireacion.
Saccharomyces cerevisiae posee alta actividad metabdlica, en la fase aerobia
produce biomasa y en la anaerobica produce etanol (ARIMUYA & TECCO,

2014). El oxigeno permite la seleccion del microorganismo y los productos
(ACOSTA, 2012).
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d) _Presion osmdtica.

El estrés osmatico disminuye el volumen celular, velocidad de fermentacion y la
viabilidad celular (SEO et al., 2005). El nivel de azUcar afecta la osmosis dentro
de la membrana celular, siendo 6ptima de 10 a 18% pero a 22% tienen problemas
en la respiracion celular (RIOS et al., 2005). En bajas concentraciones de aztcares
se afecta el grado alcohodlico final. En mostos de grado Brix muy bajo el grado
alcohdlico sera menor, pero en niveles elevados se impide la actividad de las
levaduras y no ocurre la fermentacion. (CARRASCOSA et al., 2005).

e) Temperatura.

Se debe controlar la temperatura porque afecta el crecimiento, duracion de la
fermentacion y el metabolismo de las levaduras (TORIJA et al., 2002). Las
levaduras son mesofilos, la temperatura optima es 30°C, a mas de 50°C se produce
su muerte. Si es mayor de 35°C se disminuye la accion y por encima de 40°C esta
se puede detener (RIOS et al., 2005).

f) Nutrientes

Es necesario considerar para permitir el crecimiento del organismo fermentador lo
nutrientes que requiere. (GARZON & HERNANDEZ, 2009; ACOSTA, 2012).

4.9. Microorganismos fermentadores
Los organismos empleados para obtener etanol deben ser tolerantes al etanol, a

temperaturas y concentraciones de azUcar altas, tener buen rendimiento alcohdlico,
fermentacion eficiente y buena productividad (ZUZUARREGUI, 2005).
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Las levaduras son muy utilizadas para la produccion de etanol por fermentacion
(MADIGAN & MARTINKO, 2009), tienen alta productividad para convertir
azUcares a bioetanol, separandose bien luego de la fermentacion (ZAMBRANO,
2013) y soportan concentraciones altas de Etanol (hasta 150 g-L -1), (CLAASSEN
etal., 1999).

Los microorganismos méas empleados son las levaduras Saccharomyces cerevisiae,
S. ellipsoideus, S. anamensisi, S. carlsbergensis, Kluyveromyces marxianus,
Candida seudotropicalis, Candida bytyrii, Schizosaccharomyces pombe, Pichia
stipatis y Pichia membranaefaciens (FRAZIER & WESTHOFF, 2000).

Saccharomyces cereviseae
Las levaduras Saccharomyces cereviseae son hongos (Tabla N°4.5) que se
reproducen por gemacion, son unicelulares, eucaridticos, con metabolismo

heterétrofos y son osmotroéficos (FRAZIER & WESTHOFF, 2000).

TABLA N°4.5
CLASIFICACION TAXONOMICA DE Saccharomyces cerevisiae

Reino Hongo

Division Amastogomycota
Clase Ascomicetas
Subclase Hemiascomycetidae
Orden Endomycetales
Familia Sacchaomycetaceae
Subfamilia Saccharomycetaidae
Género Saccharomyces
Especie S. cerevisiae

Fuente: NIETO, 2009.
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En las fermentaciones industriales S. cerevisiae es mas utilizada porque metaboliza
sacarosa, glucosa, galactosa, fructosa, maltosa y maltotriosa (HERNANDEZ &
MARTINEZ, 2012), pero no hidroliza almidon ni dextrinas y necesita una hidrolisis
enzimatica para transformar los oligosacaridos y obtener etanol (CASP & ABRIL,
2003). Tampoco fermentan la rafinosa, trehalosa ni lactosa. (GONZALES, 2014).

Tolera altos niveles de etanol, produce pocos subproductos, es osmotolerante, puede
reciclar, flocular y sedimentar (FAJARDO & SARMIENTO, 2008) y es facil de
manipular y recuperar (TORIJA, 2002).

Sus dimensiones son 4.5 a 21 micras de largo por 2.5 a 10 micras de ancho. En el
microscopio se les visualiza de forma redonda y ovoide (GONZALES, 2014),
elipsoides a veces cilindricas y filamentosas (Figura N°4.7). Su aireacioén recomendada
es de 0.6-0.9 vwvm (FAJARDO & SARMIENTO, 2008).

FIGURA N°4.7
IMAGENES DE LEVADURAS EN MICROSCOPIO OPTICO

Fuente: GONZALES, 2014.

a. Requerimientos nutricionales:

Necesita carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrogeno y fosforo que estén
disponibles de asimilar (FAJARDO & SARMIENTO, 2008). En aerobiosis
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requiere vitaminas como pantoténico de calcio, piridoxina, tiamina y biotina.
En anaerobiosis es menos exigente y solo requiere inositol (GONZALES,
2014).

b) Requerimientos fisicoquimicos.

Saccharomyces es aciddfila, con un pH de 4.0 y 4.5 crece mejor (Fajardo &
SARMIENTO, 2008), el pH para su crecimiento variade 4a7,apH de 8 a
9 metabolizan por la fermentacion glicérica. En pH neutro forma biomasa y
baja la produccion de etanol, a pH ligeramente &cidos se favorece la via
metabdlica de la glucélisis para la fermentacion alcohdlica. (HERNANDEZ
& MARTINEZ, 2012).

Saccharomyces cerevisiae desarrolla bien de 28 a 35 °C, recomendandose
30°C, muere cuando se expone a 55°C por 5 minutos (FERNANDEZ et al.,
2014), algunas cepas pueden fermentar bien a bajas temperaturas y otras lo
hacen en altas temperaturas (TORIJA, 2002). En la fermentacion se
recomienda utilizar cepas de S. cerevisiae que produzcan en corto tiempo un
mayor porcentaje de alcohol (PENA Y ARANGO, 2009).

4.10. Destilacion
La destilacién es un procedimiento muy utilizado para desagregar y purificar
liquidos, aprovechando las volatilidades diferentes de los compuestos que
integran una mezcla y los separa (MURGAS & VASQUEZ, 2012).
El agente separador es el calor (ESCALANTE & FUENTES, 2013), y se

obtiene un vapor del compuesto de la mezcla que tiene mayor volatilidad.
(ARIMUYA & TECCO, 2014).
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En la destilacion Simple por lotes o diferencial, el vapor producido va directamente
hacia un condensador. Se calienta la mezcla liquida hasta su ebullicion y conforme
transcurre el tiempo se disminuye la concentracion de los compuestos mas
volatiles del liquido (ANGULO, 2010).

4.11: Antecedentes del Estudio

La alta produccién de residuos solidos organicos estd impulsando a los
investigadores a estudiar los productos agricolas y subproductos de las mismas
después de ser sometidas a procesos de transformacién agroindustrial, estos
subproductos o residuos en su mayoria corresponden a biomasa lignoceluldsica
rica en polimeros de celulosa y hemicelulosa entre 75-80% (SANCHEZ, 2010).
Por ejemplo, en la hidrolisis de residuos lignocelulésicos como la cascara de frutas
que en su gran mayoria son consideradas biomasas desvalorizadas (TEJEDA et al.,

2010), se puede obtener jarabes glucosados para obtener bioetanol.

Desde hace varias décadas los residuos agroindustriales han sido un foco de
atencion para varios investigadores a nivel mundial, debido a que parte de sus
constituyentes pueden ser materia prima para generar diversos productos de
interés, esta situacion sigue prevaleciendo en la actualidad y se prevé que

continuara en el futuro. (Saval, 2012).

Para mitigar los efectos ambientales y econdmicos de fuentes no renovables de
energia, a nivel mundial se ha impulsado el uso de materiales renovables que no
presenten problemas de seguridad alimentaria y de contaminacion ambiental. De
esta forma los materiales lignocelul6sicos se han convertido en el objetivo de
investigacion de la comunidad cientifica que trabaja en la produccion de etanol.
Sin embargo, la estructura compleja de los materiales lignocelulosicos, hace dificil

el acceso a los azucares fermentables, por lo tanto, se implementan pretratamiento
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adecuado, junto a estrategias de sacarificacion y fermentacion eficientes.
(LISCANO, 2014).

MONSALVE et. al., (2006) evaluaron la hidrolisis &cida del almidon presente en
yuca y de la celulosa presente en cascara de banano y su posterior fermentacion a
etanol, se ajustaron los medios de fermentacion para los microorganismos
Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-2034 y Zymomonas mobilis CP4. Se
caracterizo la cascara de banano, la cual posee un contenido de almidon, celulosa
y hemicelulosa que representan mas del 80 % de la cascara. Para la fermentacion
realizada con Sacharomyces cerevisiae obtuvieron una concentracion de etanol de
7.92+0.31% Yy no se obtuvo una produccion considerable de etanol (menor de 0.1

g/l) para ninguno de los medios fermentados con Zymomonas mobilis.

Cuervo et al., (2009), indican que para obtener etanol a partir de lignocelulosa
existen estrategias utilizando enzimas celuloliticas y levaduras fermentadoras para
lograr un proceso para sacarificar y fermentar a la vez y poder alcanzar buenos
rendimientos de etanol.

TEJADA et al., (2010), estudio la produccion de etanol utilizando cascaras de
naranja y pifia. Mediante el pre tratamiento fisico, hidrolisis alcalina y &cida
obtuvieron un jarabe azucarado que fue fermentado por la levadura. Separaron el
etanol por microdestilacion y realizaron cromatografia de gases para determinar
su contenido. De los residuos de naranja obtuvieron 8.4 mg/g de etanol y de la pifia
1,0 mg/g de etanol (TEJEDA et al., 2010).

CONESA, (2017), evalud estrategias para obtener bioetanol a partir de residuos
agroalimentarios de pifia y caqui. Determin0 que para sacarificar residuos de pifia
la enzima celulasa de Aspergillas niger actia mejor que la de Trichoderma reesei,
sobre todo si es combinada con hemicelulasa y que mejora el rendimiento del

hidrélisis enzimética cuando se combina con microondas en un medio alcalino.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1: Materiales

Materiales de vidrio y otros:

Vasos de precipitado de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml., Probetas de 100, 250, 500 y
1000 ml., Fiolas de 50, 100 y 250ml., Buretas de 25 y 50 ml., Pipetas volumétricas de
2, 5y 10 ml., Placas Petri, Recipientes pyrex, Recipientes de porcelana, Cuchillos de
acero inoxidable, Lienzo de tela de nylon, Frascos de vidrio, Morteros, Papel filtro
Whatman N° 1y N° 4, papel pH indicador con escala, Pipetas volumétricas de 2, 5y
10 ml., Embudos de vidrio, Cocinas eléctricas, Luna de reloj, Espatulas, Varilla de
vidrio, Termdémetro, Pro-pipetas, Tubos de ensayo de vidrio (1,5 x 16,0 cm), Soporte

Universal con pinzas, Cronémetro, Picetas, Gradilla y otros.

Material bioldgico
Céascaras de platano, Enzima Celulasa fungal, Mostos de céscaras de platano

hidrolizados por Celulasa

Reactivos

Agua potable, Agua destilada, Solucion de yodo diluida (1:5), Hidroxido de sodio 0,1
y 1 N yal 1%, Indicador de azul de metileno al 1%, Reactivo de Benedict, Reactivo de
Fehling A y Fehling B, Solucién amortiguadora de Fosfato sodico, Solucion de
Fenolftaleina al 1%, Acetato de Plomo Neutro al 25%, Carbonato de Sodio anhidro,

Solucion de Acido citrico al 1% (p/v), Solucién de Bicarbonato de sodio al 1% (p/v).
Equipos

Balanza de precision, modelo DT-300A, balanza Analitica Adam, agitador magnético
Fratom, refractdbmetro 0 - 32% Brix RHB-32/ATC, alcoholimetro a 20°C, Equipo de
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destilacion simple, Medidor portatil de pH Hanna, Estufa, Incubadora, Autoclave,
Refrigeradora.
Las fotos experimentales de los materiales y equipos utilizados se muestran en el en la

Figura N°5.1, en el Apéndice de la pagina 75.

5.2: Poblacion y muestra

Poblacion

Durante la presente investigacion, se utilizara como material bioldgico diez kilos de
cascara de platano de seda obtenido de los frutos del platano (Musa paradisiaca L)
acopiada en puestos de jugos de frutas del pabellon de frutas y verduras, ubicados en

el mercado de Lima y Callao que fueron tratadas por Hidro6lisis quimica y enzimatica.

Muestra

Muestra de 1000 ml de solucion de céscara de platano tratado por hidrélisis enzimatica
con Granozyme Celulasa Fungal adquirida en la Empresa GRANOTEC al 3% (p/v) a
una temperatura controlada de 50°C con 03 diferentes concentraciones en solidos
solubles (20, 23 y 25 Grados Brix) y 03 diferentes tiempos fermentacidn en Horas (72,
96 y 120 horas) para la obtencion del etanol.

5.3. Técnicas, procedimientos e instrumentos de recoleccion de datos

Técnicas

La metodologia seguida se basé en el conocimiento cientifico y tecnologico disponible.
Para llevar a cabo el presente trabajo, el estudio se segmentard en tres etapas

experimentales.
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Se establecieron los métodos especificos para cada una de ellas, descritos a

continuacion:

Etapa 1:

Etapa 2:

Etapa 3:

Pretratamiento fisico-quimico y estandarizacion de las cascaras de platano.
Hidrdlisis enzimatica con Celulasa al 3% de la biomasa lignocelulosica de

las cascaras de platano.

Preparacion y estandarizacion del microorganismo  productor
Saccharomyces cerevisiae (levadura liofilizada).
Proceso fermentativo de las céscaras de platano por Saccharomyces

cerevisiae (levadura liofilizada).

Separacién del etanol por destilacion a partir del mosto alcoholico.
Caracterizacion final del etanol: determinacion del grado alcohdlico y
porcentaje de etanol.

Interpretacion de los resultados.

Métodos de analisis

Considerando que el presente estudio es una investigacion aplicada de caracter

experimental, se van a realizar los analisis en base a las normas técnicas ya establecidas

tales como:

Se utilizaron los siguientes métodos de analisis:
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1. Determinacion de grado alcoholico. Tabla de Conversién de Gravedad
Especifica a °Baumé - °Brix - °Alcohol.

2. Determinacion del porcentaje de etanol por alcoholimetria. (Norma
Peruana ITINTEC 210.011. Bebidas alcohdlicas).
Determinacion de humedad. Método gravimétrico. NTP 209.264. 2001.

4. Determinacion de la acidez (INDECOPI, NTP 203.070. 1977. Revisada el
2012; INDECOPI, NTP 211.040. 2012).

Procedimientos

Procedimiento Etapa Experimental 1. Tratamiento y Estandarizacion de las

cascaras de platano

- Pretratamiento fisico y estandarizacion de las cascaras de platano.
- Hidrolisis enzimatica con celulasa al 3% de la biomasa lignocelulésica de las

cascaras de platano.

El procedimiento desarrollado fue el siguiente:

a. Pretratamiento fisico y estandarizacion de las cascaras de platano

- Es necesario que las cascaras de platano sean seleccionadas descartando
aquellas que presentaban dafio causado por insectos o0 presencia de
enfermedades.

- Se procedio al pesado de la fruta entera de platano y luego al pelado de la fruta
y al pesado de las cascaras de platano.

- Las céscaras de platano luego de ser seleccionados, fueron sometidos a un
proceso de trozado fino, con el fin de disminuir el tamafio de la materia prima

y asi tener una mayor area de contacto entre el sustrato, la levadura y los
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reactivos quimicos que se van a utilizar para facilitar la fermentacion alcohoélica
que sigue el proceso.

Luego las cascaras fueron sometidos a un tratamiento térmico de secado en la
estufa a 60°C por 24 horas.

Este procedimiento también permitia la muerte o eliminacion de la flora
microbiana acompafiante no deseable en las cascaras de platano y preservar de
esta manera el sustrato en buenas condiciones para su posterior hidrolizado
enzimatico y fermentacion y evitar la competencia microbiana por los
nutrientes del medio.

Posteriormente se procedié al tratamiento de molienda de las muestras secas
para minimizar el tamafio y facilitar el desprendimiento de la lignina de la
cascara de platano molidas.

Se procedio a pesar las muestras secas molidas y guardarlas en frascos para su
posterior utilizacion en la hidrolisis quimica de la lignocelulosa.

Las muestras secas fueron sometidas a una hidrolisis térmica y quimica alcalina
con NaOH al 0.75% a 90°C por 2 horas.

Se realizaron tres enjuagues con agua destilada para neutralizar el pH de las

muestras hidrolizadas quimicamente.

Se muestran las fotos experimentales del proceso en la Figura N°5.2 y N°5.3 de las

paginas 76 y 77 del Apéndice.

Procedimiento de la hidrolisis enzimatica de las cascaras de platano por

Celulasas

Luego del tratamiento y estandarizacion de las cascaras de platano que posteriormente

se filtraron para realizar el método de hidrolisis enzimatica con celulasa fungal

(Gramozyme Celulasa) al 3% p/v empleando los mostos de las cascaras de platano

(Musa paradisiaca).
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El procedimiento de la hidrélisis enzimatica (HE), fue el siguiente:

- Para los procesos de licuefaccion y sacarificacion se adaptaron frascos de 1000 ml
como biorreactores, en los cuales se deposité 800 ml la solucién de los mostos de
las cascaras de platano (Musa paradisiaca).

- Se utilizé la enzima Gramozyme Celulasa (Granotec - Peru) de origen flngico en
polvo de color crema en concentraciones de 3.0 % (p/v) para obtener azlcares
simples necesarios para la fermentacion.

- Se colocaron las soluciones de celulasa en el agitador magnético Fratom durante 3
minutos para que se pueda homogeneizar completamente. Posteriormente se la
afiadio la solucion enzimatica a los frascos conteniendo los mostos licuados pre-
tratados mecanica (TM), quimica (TQ) y térmicamente (TM).

- Se colocaron los frascos de los mostos preparados a partir de cascaras de platano en
incubacién a 50 °C y pH 5 (dentro del rango de temperatura y pH de actividad de la
Celulasa de acuerdo a Juri (2011) y Talebnia et al., (2010).

- Se anotd el tiempo de inicio de hidrdlisis enzimatica registrando el cambio de los
grados Brix de los mostos de las cascaras de platano. Se mantuvo la temperatura
requerida para la actividad de la celulasa de 50°C en la incubadora en diferentes
tiempos de incubacion hasta alcanzar los niveles de grados Brix (°Bx) requeridos
(20, 23 y 25 °BX).

- Se midi6 el grado Brix inicial utilizando el refractometro de 0-32% Brix RHB-
32/ATC.

- Para la medida del nivel de pH inicial se utiliz6 el medidor portatil de pH Hanna.

- Luego de obtener los niveles de sélidos solubles (°Brix) evaluados en el estudio (20,
23 y 25 °Brix), se llevd a un tratamiento térmico a 85°C en bafio maria por 10
minutos y poder inactivar la Celulasa y bloquear que continde su actividad.

- Luego se procedio a filtrar los mostos hidrolizados. Se separo el sobrenadante y se

midieron los niveles de pH y grados Brix de los mismos.
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Las fotos experimentales del proceso de hidrolisis enzimatica se muestran en la Figura

N° 5.4 del Apéndice en la pagina 78.

Procedimiento de la Etapa Experimental 2

En esta etapa experimental se realizaron las siguientes actividades:

Preparacion y estandarizacion del microorganismo productor Saccharomyces
cerevisiae
Proceso fermentativo de las cascaras de platano por Saccharomyces cerevisiae

(levadura liofilizada).

a. Preparacion y activacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

En esta parte experimental para la preparacion y estandarizacién de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, se realizd la activacion de la levadura seca
instantanea Fleischmann y la preparacién de la solucion de nutritiva para lograr

una mayor actividad metabolica fermentativa.

El procedimiento de la preparacion y estandarizacion de la levadura

Saccharomyces cerevisiae, fue el siguiente:

Activacion de la levadura

Para activarla se coloc6 0.4 g de levadura en agua destilada con 3 g. de azucar
(como lo reportan Arimuya & Tecco 2014). Se utilizé levadura seca instantanea
Fleischmann.

Se homogenizo la mezcla en el agitador magnetico Fratom por 5 minutos.

Se cubrio la mezcla y se dejo en reposo por 15 a 20 minutos a temperatura de

30°C en la incubadora.
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Preparacion de la solucién de Nutritiva

- Es necesario ayudar el proceso de fermentacion afadiendo nutrientes
adicionales para que la levadura pueda metabolizarlos junto con la glucosa.

- Para preparar la solucion nutritiva, se utilizan los siguientes reactivos: 0,5 mg
de Sulfato de magnesio MgSOs, 2,5 mg de Fosfato de amonio (NH4)2PO4, 0,5
mg de Sulfato de manganeso MnSQOs, 5mg de Sulfato de amonio (NH4)2SOa, y
2,5 mg de Sulfato de zinc ZnSO4 Yy se disuelven en 20 ml de agua destilada
(como lo reportan ARIMUYA & TECCO, 2014).

- Se diluye a 100 ml y se guarda para su posterior uso.

Las fotos experimentales del proceso de hidrolisis enziméatica se muestran en la

Figura N° 5.5 del Apéndice en la pagina 79.

b. Proceso fermentativo de los mostos hidrolizados de las cascaras de platano

por Saccharomyces cerevisiae.

Se utilizé el material pretratado completo (MPC) de los mostos de las cascaras
de platano de seda obtenido en la Etapa 1 para el proceso fermentativo (PF) por
la levadura Saccharomyces cerevisiae considerando tres diferentes niveles de
solidos solubles o grados Brix (20, 23 y 25) y se inici6 el ciclo de fermentacion

con la levadura en 3 tiempos de fermentacion diferentes (72, 96 y 120 horas).

El procedimiento de la preparacion y estandarizacion de la levadura fue el
siguiente:

Inoculacion de la levadura

Para la fermentacion se adicion6 a los mostos con los grados Brix de estudio, la
levadura Saccharomyces cerevisiae en proporcion de 0.089/100g (dato
recomendado segin ALBAN & CARRASCO, 2012).
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- Como fermentadores o biorreactores de tipo estatico, se utilizaron frascos de
borosilicato de 1000 ml capacidad, que fueron esterilizados previamente para
impedir la presencia de otros microrganismos que podrian alterar el proceso
fermentativo de la levadura.

- Enlos frascos, se afiadio 850 ml de los mostos de céscara de platano con los 03
diferentes niveles de grados Brix (20, 23 y 25°Bx).

- El nivel de pH de los mostos fue regulado a 4.5 adicionando el reactivo acido
citrico.

- Encadauno de los frascos con mosto de cascara de platano se inoculd la levadura
20 ml de la levadura activada de Saccharomyces cerevisiae y se afiadié 5 ml de
la solucion nutritiva, para seguir a la fermentacién, homogenizamos en el
Agitador magnético Fratom.

- Se realizo el control de grados Brix y pH de los mostos fermentados en cada

tratamiento de estudio.

Las fotos experimentales del proceso fermentativo de los mostos hidrolizados de las
cascaras de platano por Saccharomyces cerevisiae se muestran en la Figura N° 5.6 y
N° 5.7 del apéndice en las paginas 80 y 81.

Procedimiento de la Etapa Experimental 3: Separacion y caracterizacion del

etanol

En esta etapa experimental se realizaron las siguientes actividades:

- Separacion del etanol por destilacion a partir del mosto alcoholico.
- Caracterizacion final del etanol: determinacion del grado alcohdlico y

porcentaje de etanol.
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a. Separacion del etanol por destilacion a partir del mosto alcoholico.

En los mostos alcohdlicos obtenidos en la etapa 2, se hizo la conversién de los
datos de Grados Brix (°Brix) a Grado Alcohodlico (GA) utilizando la Tabla de
Conversion de Gravedad Especifica a °Baume (°Be) - °Brix (°Bx) - °Alcohol
(GA) donde (°Be x 1,8 = °Brix). (de acuerdo a AMERINE & OUGH, 2001).

Se realizé de la siguiente manera:

- En los mostos alcoholicos (fermentados) antes de ser destilados se realizo un
segundo filtrado para reducir dificultades en el equipo de destilacion.

- Los mostos alcoholicos filtrados se destilaron aproximadamente por a una
temperatura de 80 a 90°C para aislar el etanol de las distintas sustancias en el
mosto.

- El alcohol obtenido de la destilacion fue incoloro y libre de impurezas

- Al final, el volumen destilado fue medido volumétricamente y se guardd en
botellas de vidrio para su analisis con el alcoholimetro, con la finalidad

cuantificar la cantidad de etanol.

b. Caracterizacion final del etanol:

Se realiz6 de la siguiente manera:

- Se realizd la determinacion del grado alcoholico del mosto alcohdlico sin
destilar.

- Se cuantifico el etanol destilado por alcoholimetria. (ITINTEC 210.011).

- Se determind el contenido del alcohol destilado en porcentaje de etanol (%
Et) en cada tratamiento utilizando el Alcoholimetro a 20°C.

- También se determiné la acidez titulable de etanol destilado

Las fotos experimentales de la Separacion y caracterizacion del etanol obtenido se

muestran en la Figuras N° 5.8 y 5.9 del Apéndice en las paginas 87 y 88.
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5.4: Técnicas de andlisis o los métodos estadisticos aplicados

Los datos resultantes seran procesados mediante diferentes analisis estadisticos, con el
fin de observar el nivel de significancia de las variaciones de las concentraciones en
solidos solubles (°Brix) y tiempos fermentacion (Horas) sobre la caracterizacion final
del etanol de acuerdo a la determinacion del grado alcohdlico, porcentaje de etanol y

porcentaje de rendimiento de etanol.

Los resultados obtenidos se analizaran con el programa estadistico SPSS, empleandose
el disefio factorial, 3 x 2 con 3 repeticiones, asi como la prueba de analisis de varianza
(ANVA) y prueba de Duncan, para determinar si existe un efecto significativo (p<

0,05) en los diferentes tratamientos.
5.5: Metodologia de investigacion béasica
Este item no corresponde considerando que el presente estudio, es una investigacion

aplicada de caracter experimental y ya se explico detalladamente la metodologia

aplicada anteriormente.
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VI. RESULTADOS

6.1: Caracteristicas de la Cascara de Platano

Para elaborar jarabes glucosados a partir de cascara de platano de seda (Musa
paradisiaca) se requiere utilizar céscaras previamente seleccionadas descartando
aquellas que presentaban dafio causado por insectos, hongos o presencia de

enfermedades para obtener mejores resultados en el proceso de hidrolisis enzimatica.

En la Tabla 6.1 se muestran los balances de materia en la obtencion de jarabes
glucosados de cascaras de platano a partir de 10 kilogramos de céscaras que se
utilizaron en el presente estudio. Las fotos experimentales se muestran en la Figura N°

6.1y 6.2 del Apéndice en las paginas 84 y 85.

TABLA N°6.1:
BALANCES DE MATERIA EN LA OBTENCION DE ETANOL
DE CASCARA DE PLATANO.

Caracteristica evaluada Valor

cascara de platano

Peso de la céscara (Kg.) 10.00

Humedad (%) 72.84
Acidez Titulable (%) 0.9
pH 5.7

Fuente: Elaboracion propia.
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6.2: Relacion entre los sélidos solubles y tiempos de fermentacion de los mostos de

cascara de platano con los grados alcohélicos

De acuerdo a los solidos solubles iniciales (20, 23 y 25 °Brix) y los tiempos de
fermentacion (TFER: 72, 96 y 120 horas), se observd que conforme disminuia los
solidos solubles (Grados Brix), iba aumentando en forma creciente los grados

alcohdlicos de los mostos en diferentes niveles. (Grafico N°6.1).

GRAFICO N°6.1.
RELACION ENTRE LOS SOLIDOS SOLUBLES (°BRIX) Y TIEMPOS DE
FERMENTACION CON EL GRADO ALCOHOLICO (GA) DE LOS MOSTOS
OBTENIDOS DE CASCARA DE PLATANO EN CADA TRATAMIENTO

Grado Alcohdlico del Mosto (Promedio)

7.0
sa 6.3
5.2
4.0 4.2
3.0 3.3
2.2'

Grado Brix 20° Grado Brix 23° Grado Brix 25°

Grados Brix/Tiempo de Fermentacion

Grado Alcohdlice
T T - L -
e B2 o o

=

Tiempo de Fermentacion
m72H m%H 120 H

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
En la Tabla N° 6.2 de la pagina 86 de los apéndices, se muestra los resultados de la

relacién entre los grados Brix y tiempos de fermentacion de los mostos de cascara de

platano con los grados alcohodlicos obtenidos en cada tratamiento.
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6.2: Relacion entre los sélidos solubles y tiempos de fermentacion de los mostos de
cascara de platano con el porcentaje de etanol

En todos los tratamientos el mayor porcentaje de etanol (% Et) ocurrio a las 120 horas
de fermentacion, siendo el mosto de 20 °Brix el que present6 el mayor valor promedio
con 56.3 % de etanol, mientras que en los tratamientos de 23 °Brix y 25 °Brix se
obtuvieron valores menores con 49.7 y 30.0 % de etanol a las 120 horas de la

fermentacion (Grafico N°6.2).

GRAFICO N°6.2.
RELACION ENTRE LOS SOLIDOS SOLUBLES (°BRIX) Y TIEMPOS DE
FERMENTACION (TFER) CON EL PORCENTAJE DE ETANOL
DESTILADO OBTENIDO DE LA CASCARA DE PINA EN CADA
TRATAMIENTO.

Porcentaje de Alcohol Destilado (Promedio)

20.0
50.0

26.3
49,7
A4 7
39.0

20.0 29, 20.0
300 0. g

200

10.0

0.0

% Alcohol Destilado

Grado Brix 20° Grado Brix 23° Grado Brix 25°
Grados Brix/Tiempo de Fermentacion
Tiempo de Fermentacion
Bm7Z2H mS9sH 120 H

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

En la Tabla N° 6.3 de la pagina 87 de los apéndices, se muestra los resultados de la
relacion entre los grados brix y tiempos de fermentacion de los mostos de cascara de

platano con el porcentaje de etanol obtenidos en cada tratamiento.

49



6.3: Relacion entre los sélidos solubles y tiempos de fermentacion de los mostos de
cascara de platano con el porcentaje de rendimiento de etanol

Se obtuvo el mayor porcentaje de rendimiento de etanol destilado entre las 96 y 120
horas de la fermentacion siendo nuevamente el mosto de 20°Brix inicial el que presento
un mayor porcentaje de rendimiento de etanol (%REt) llegando a su nivel mas alto de
33.7% a las 120 horas, mientras que los tratamientos de 23 y 25 °Brix registraron
menores valores de porcentaje de rendimiento de obtencién de etanol (%REt) llegando
a porcentajes promedio maximos de 27.1 y 20.5 (%REt) respectivamente a las 120

horas de la fermentacion. (Grafico N°6.3 y Tabla N°6.3 del apéndice de la pagina 87).

GRAFICO N°6.3.
PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL ALCOHOL DESTILADO

Porcentaje de Rendimiento de Alcohol Destilado

Grado Brix 20 Grado Brix 23" Grado Brix 25°

(Promedio)
[=]
B 400 337
. 29.3
i 26.2 265 271
A 300 : 25.0
a 18.3 20.5
2 17.2
g 200
=
£ 100
au
E
E -
=
&
=2

Grados Brix/Tiempo de Fermentacion
Tiempo de Fermentacion
m72H m9H 120H

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla N° 6.4 de la pagina 88 de los apéndices, se muestra los resultados de la
relacién entre los grados brix y tiempos de fermentacion de los mostos de cascara de

platano con el porcetaje de rendimiento de etanol obtenidos en cada tratamiento.
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VIl. DISCUSION

7.1: Comparacion de los solidos solubles y el Tiempo de fermentacidn con respecto

al grado alcoholico obtenido de cascara de platano

Esto se comprueba al analizar estadisticamente los efectos del nivel de los sélidos
solubles (20, 23 y 25°Brix) y el Tiempo de fermentacion (72, 96 y 120 horas) sobre el
grado alcohoélico mediante el analisis de varianza de la relacion entre el grado Brix y el
tiempo de fermentacion con el grado alcohdlico obtenido de cascara de platano (Tabla
N°7.1).

TABLA N° 7.1.
ANALISIS DE VARIANZA DE LA RELACION ENTRE EL GRADO BRIX Y
EL TIEMPO DE FERMENTACION CON EL GRADO ALCOHOLICO
OBTENIDO DE CASCARA DE PLATANO

RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varianza
Grado Brix 20° 3 16.8 5.6 2.3
Grado Brix 23° 3 14.5 4.8 2.9
Grado Brix 25° 3 9.7 3.2 1.0
T. Fermentacion 72 H 3 9.2 3.1 0.8
T. Fermentaciéon 90 H 3 14.3 4.8 1.7
T. Fermentaciéon 120 H 3 17.5 5.8 2.2
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio .
. L Suma de Grados de . Valor critico
Origen de las variaciones } de los F Probabilidad
cuadrados libertad para F
cuadrados
Grado Brix 8.91 2.00 4.45 34.36 0.00 6.94
Tiempo de Fermentacién 11.80 2.00 5.90 45.50 0.00 6.94
Error 0.52 4.00 0.13
Total 21.22 8.00

Criterio estadistico: 95% de confianza

Fuente: Elaboracidn propia.

Existieron diferencias significativas entre los Solidos solubles (Grados Brix) utilizados

y los tiempos de fermentacidn del mosto versus el grado alcohdlico etanol.
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7.2: Comparacion de los solidos solubles y el Tiempo de fermentacion con respecto

al porcentaje de etanol obtenido de cascara de platano

Esto se comprueba al analizar estadisticamente los efectos del nivel de los sélidos

solubles (20, 23 y 25°Brix) y el Tiempo de fermentacion (72, 96 y 120 horas) sobre el

porcentaje de etanol mediante el analisis de varianza de la relacion entre el grado Brix

y el tiempo de fermentacion con el porcentaje de etanol obtenido de cascara de platano

(Tabla N°7.2).

Existieron diferencias significativas entre los Sélidos solubles (Grados Brix) evaluados

y los tiempos de fermentacion del mosto versus el porcentaje de etanol.

TABLAN° 7.2

ANALISIS DE VARIANZA DE LA RELACION ENTRE EL GRADO BRIX Y
EL TIEMPO DE FERMENTACION CON EL PORCENTAJE DE ETANOL
OBTENIDO DE CASCARA DE PLATANO

RESUMEN Cuenta Suma Promedio  Varianza
Grado Brix 20° 3 130.7 43.6 178.7
Grado Brix 23° 3 108.7 36.2 225.8
Grado Brix 25° 3 71.0 23.7 36.3
T. Fermentacion 72 H 3 67.7 22.6 38.9
T. Fermentacién 90 H 3 106.7 35.6 126.3
T. Fermentacion 120H 3 136.0 45.3 187.4
ANALISIS DE VARIANZA
P di
. L Sumade  Gradosde remedio . Valor critico
Origen de las variaciones . de los Probabilidad
cuadrados  libertad ra F
cuadrados
Grado Brix 606.99 2.00 303.49 12.35 0.02 6.94
Tiempo de Fermentacién 783.43 2.00 391.72 15.94 0.01 6.94
Error 98.27 4.00 24.57
Total 1488.69 8.00

Criterio estadistico: 95% de confianza

Fuente: Elaboracion propia.
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7.3: Comparacion de los solidos solubles y el Tiempo de fermentacion con respecto
al porcentaje de rendimiento de etanol obtenido de cascara de platano

Esto se comprueba al analizar estadisticamente los efectos del nivel de los sélidos
solubles (20, 23 y 25°Brix) y el Tiempo de fermentacion (72, 96 y 120 horas) sobre el
porcentaje de rendimiento de etanol mediante el anélisis de varianza de la relacion entre
el grado Brix y el tiempo de fermentacion con el porcentaje de rendimiento de etanol
obtenido de cascara de platano.

Existieron diferencias significativas entre los Solidos solubles (Grados Brix) utilizados
y los tiempos de fermentacion del mosto versus el porcentaje de rendimiento de etanol.
(Tabla N° 7.3).

TABLAN° 7.3
ANALISIS DE VARIANZA DE LA RELACION ENTRE EL GRADO BRIX Y
EL TIEMPO DE FERMENTACION CON EL PORCENTAJE DE
RENDIMIENTO DE ETANOL DE CASCARA DE PLATANO

RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varianza
Grado Brix 20° 3 89.8 29.9 12.2
Grado Brix 23° 3 78.7 26.2 1.2
Grado Brix 25° 3 56.0 18.7 2.8
T. Fermentacion 72 H 3 69.0 23.0 26.2
T. Fermentacion 90 H 3 74.1 24.7 32.4
T. Fermentacion 120 H 3 81.3 27.1 43.8
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio .
i L Suma de Grados de . Valor critico
Origen de las variaciones ' de los F Probabilidad
cuadrados libertad para F
cuadrados
Grado Brix 198.01 2.00 99.01 56.94 0.00 6.94
Tiempo de Fermentacién 25.40 2.00 12.70 7.30 0.05 6.94
Error 6.95 4.00 1.74
Total 230.37 8.00

Criterio estadistico: 95% de confianza

Fuente: Elaboracidn propia.
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7.4: Contrastacion de la hipotesis de acuerdo a los analisis estadisticos

Hipotesis

Hipotesis General

- La aplicacion del proceso de transformaciéon de la biomasa lignoceluldsica de
cascaras de platano por fermentacion de Saccharomyces cerevisiae, permitird
obtener etanol evaluando los Sélidos solubles (Grados Brix) y el tiempo de

fermentacién del mosto.

Hipotesis Especificas

Hipotesis Especifica 1:
El contenido de sélidos solubles del mosto de la biomasa lignocelulésica cascaras de

platano influye en la produccién de etanol por Saccharomyces cerevisiae.
Hipotesis Especifica 2:
El tiempo de fermentacion del mosto de la biomasa lignocelulésica cascaras de platano
influye en la produccion de etanol por Saccharomyces cerevisiae.
a. Contrastacion de la Hipotesis General
SE ACEPTA las Hipétesis general debido a que:
- Para la variable dependiente del grado alcohodlico, existieron diferencias
significativas para los solidos solubles (°Brix) y los tiempos de fermentacion

versus los grados alcohodlicos del mosto sin destilar, (se acepta la hipotesis

General).
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- Para la variable dependiente del porcentaje de etanol destilado los analisis
demostraron que existieron diferencias estadisticas significativas para los
solidos solubles (°Brix) y los tiempos de fermentacion versus el porcentaje de

alcohol destilado.

- Para la variable dependiente del porcentaje de rendimiento de etanol destilado
los analisis demostraron que existieron diferencias estadisticas significativas
para los solidos solubles (°Brix) y los tiempos de fermentacion versus el

porcentaje de alcohol destilado.

- El nivel de 20°Brix fue en el que se produjo un aumento mayor de grado
alcoholico, % etanol destilado y % rendimiento del etanol a las 120 h de
fermentacion. (Tabla N° 7,.1, 7.2y 7.3)

b. Contrastacion de la Hipdtesis Especifica 1

SE ACEPTA la Hipotesis especifica 1 debido a que:

- Para la variable dependiente del grado alcohdlico, respecto a los soélidos
solubles (°Brix) a una significacion del 0.05 (maximo valor aceptable de error)
se observo que para los grados Brix de 20, 23 y 25°Brix a los cuales es sometido
el producto existe diferencias significativas (0.00<0.05), en el grado de alcohol

obtenido.

- Para la variable dependiente del porcentaje de etanol destilado respecto a los
solidos solubles (°Brix) a una significacion del 0.05 (maximo valor aceptable
de error) en todos los tratamientos de solidos solubles iniciales existieron
diferencias significativas (0.02<0.05) en el porcentaje de alcohol destilado

obtenido.
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- Para la variable dependiente del porcentaje de etanol destilado respecto a los
solidos solubles (°Brix) a una significacion del 0.05 (maximo valor aceptable
de error) en todos los tratamientos de solidos solubles iniciales existieron
diferencias significativas (0.00<0.05) en el porcentaje de rendimiento de
alcohol destilado obtenido.

c. Contrastacion de la Hipdtesis Especifica 2

SE ACEPTA la Hipotesis especifica 2 debido a que:

Para la variable dependiente del grado alcoholico, respecto a los tiempos de
fermentacion a una significacion del 0.05 (maximo valor aceptable de error) se
observa que, para los tiempos de fermentacion de 72, 96 y 120 horas a los cuales
es sometido el producto existe diferencias significativas (0.00<0.05), en el grado

de alcohol obtenido.

Para la variable dependiente del porcentaje de etanol destilado, respecto a los
tiempos de fermentacion a una significacion del 0.05 (maximo valor aceptable de
error) se observa que, para los tiempos de fermentacion de 72, 96 y 120 horas a los
cuales es sometido el producto existe diferencias significativas (0.01<0.05), en el

porcentaje de etanol obtenido.

Para la variable dependiente del porcentaje de etanol destilado, respecto a los
tiempos de fermentacidén a una significacion del 0.05 se observa que, para los
tiempos de fermentacion de 72, 96 y 120 horas a los cuales es sometido el producto
existe diferencias significativas a nivel de 0.05 (maximo valor aceptable de error),

en el porcentaje de rendimiento de etanol obtenido.

56



Discusién General

Se pudo aprovechar un recurso nacional que ha sido subutilizado como la cascara
de platano (Musa paradisiaca). Se obtuvo etanol a partir de cascara de platano de
seda por la hidrolisis enzimatica por la celulasa fngal y su posterior fermentacion
por la levadura. El pretratamiento mecénico (TM) y térmico (ACL) de las cascaras
de platano contribuyé a la solubilizacion de la lignina para una mayor
disponibilidad de la celulosa para la hidrolisis de la celulasa fungica y obtener
azucares fermentables. Al respecto, Han et al., (2011), informan que las céascaras
estan constituidas principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, las cuales
la hacen no comestibles para los humanos, pero potencialmente aprovechables para

obtener otros productos de valor agregado.

Al respecto, Conesa (2017), evalud estrategias diversas para incrementar la
obtencion de bioetanol y confrontd tecnologias para mejorar el rendimiento
utilizando enzimas para hidrolizar los residuos de pifia. Determind que para
sacarificar residuos de pifia la enzima celulasa de Aspergillas niger actia mejor que
la de Trichoderma reesei, sobre todo si es combinada con hemicelulasa. Indican
que el rendimiento del hidroélisis enzimatica para la sacarificacion es mejor si se

combina con microondas en un medio alcalino.

Para elaborar etanol a partir de cascara de platano (Musa paradisiaca), se requiere
seleccionar previamente las cascaras descartando aquellas que presentaban dafio
causado por insectos o pudricién para obtener resultados confiables al realizar las
pruebas de hidroélisis enzimatica y su posterior fermentacion y destilacion de los

componentes lignocelulosicos hidrolizados de las cascaras.

Para la obtencion de etanol a partir de cascaras de platano de seda es muy

importante un tratamiento previo fisico y quimico de las cascaras lo que concuerda
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con diferentes investigadores como MEDINA et al., (2011), que manifiestan que
para poder procesar adecuadamente los materiales lignoceluldsicos es necesario
someterlos a pretratamientos para poder favorecer la hidrdlisis de la celulosa para
generar azlcares fermentables mediante el uso de celulasas. En este punto,
KUMAR et al., (2010), informan que la lignocelulosa es altamente resistente a su
hidrdlisis, ya que el conjunto de celulosa, hemicelulosa y lignina, estan unidos
entre si por enlaces covalentes, diversos puentes intermoleculares y fuerzas de van
der Waals. Segun HU & WEN, (2008), el fin de someter a pretratamientos al
material vegetal es facilitar la hidrélisis principalmente de la celulosa ya que la
conformacién natural, llamada cristalina, es muy resistente a su hidrdlisis. Los
pretratamientos promueven la generacion de regiones amorfas en la celulosa las

cuales son mas susceptibles a hidrdlisis.

De acuerdo a BOHORQUEZ & HERRERA (2005), durante el pretratamiento el
sustrato lignocelul6ésico aumenta la digestibilidad con el incremento de la
porosidad permitiendo la accesibilidad de las celulasas a la celulosa. Esto
concuerda con HAN et al., (2011), quienes mencionan que la conversion de
biomasa lignoceluldsica a otros productos es un proceso complejo debido a la
estructura quimica de la pared celular de este material vegetal, por lo tanto, es
necesario implementar un tratamiento previo el cual permita pasar de un complejo
celulésico a azlcares fermentables que contengan principalmente glucosa. Por otro
lado, PALMOWSKI & MUELLER, (1999), informan que existen diversos
procesos para llegar al mismo fin, donde el proceso va desde un tratamiento
mecanico, como la reduccién de tamafio de particula para aumentar el area de

superficie de hidrolisis y disminuir el grado de polimerizacion de los compuestos.

Se realizaban los controles de la fermentacion alcohdlica cada 24 horas, pero es
recomendable un control mas exhaustivo para poder tener informacidén mas precisa

en los tratamientos a estudiar y poder establecer el tiempo que se necesita para el
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proceso fermentativo lo que concuerda con Montilla & ALVAREZ (2007) que
indican que se necesita especificar el tiempo de fermentacion del mosto para que

no se acidifique y se convierta en vinagre.

Para nuevos estudios se aconseja experimentar a nivel de laboratorio modificando
la proporcion de diferentes subproductos o residuos de un proceso industrial que
se utilicen como sustratos y poder determinar que residuos ricos en azlcares

pueden aumentar o disminuir la obtencion de etanol.

Deben realizarse investigaciones comparando la produccion de etanol por
Saccharomyces cerevisiae y de otros microoganismos con capacidad metabdlica
fermentadora como Torulopsis, Kloeckera, Candida, Zimomonas, mucor,
Asperguillus, etc., para determinar los méas eficientes y profundizar los
conocimientos del metabolismo alcohdlico y realizar la curva de desarrollo
levaduras o cepas utilizadas, para determinar exactamente su fase de crecimiento,
y asi establecer cuando inocular el microorganismo antes de la fermentacion asi
como el tiempo global del proceso. (MARTINEZ T. J., 2002).

Esto concuerda con TOMAS (2010) quien aconseja continuar con investigaciones
de obtencion de cepas recombinantes resistentes a inhibidores formados en el
pretratamiento que tengan mejor capacidad de fermentacion (TOMAS, 2010). A
su vez, TALEBNIA, et al., (2010), sefialan que algunas bacterias recombinantes y
levaduras han mostrado resultados prometedores y estan siendo consideradas para
escalar comercialmente. Zuzuarregui (2005), sefiala que los microorganismos
empleados para obtener etanol deben ser tolerantes al etanol, a temperaturas y
concentraciones de azucar altas, tener buen rendimiento alcohdlico, fermentacion

eficiente y buena productividad.
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También se debe investigar sobre microorganismos que puedan hidrolizar los
componentes lignocelulosicos de las cascaras de platano y a la vez que tengan
capacidad fermentativa para obtener etanol por hidrolisis y fermentacion
simultaneas que permitan mayores rendimientos y productividades en la obtencién
de etanol. Tanto la pifia como otros productos agricolas, generan grandes
cantidades de desecho por lo que es recomendable el desarrollo de nuevas
alternativas ecoldgicas para reutilizar material que al momento solo contamina y
que genera una problematica ambiental. Al respecto CUERVO et al., (2009),
indican que para obtener etanol a partir de lignocelulosa existen estrategias
utilizando enzimas celuloliticas y levaduras fermentadoras para lograr un proceso
para sacarificar y fermentar a la vez y poder alcanzar buenos rendimientos de

etanol.
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos segun las hipotesis planteadas se tienen las siguientes

conclusiones:

1.

Para la variable dependiente del grado alcohdlico, existieron diferencias
significativas para los solidos solubles (°Brix) y los tiempos de fermentacion versus
los grados alcoholicos del mosto sin destilar, (se acepta la hipotesis General).

Para la variable dependiente del grado alcohdlico, respecto a los sélidos solubles
(°Brix) a una significacion del 0.05 (méaximo valor aceptable de error) se observo
que para los grados Brix de 20, 23 y 25°Brix a los cuales es sometido el producto
existe diferencias significativas (0.00<0.05), en el grado de alcohol obtenido (se
acepta la hipotesis especifica 1).

Para la variable dependiente del grado alcoholico, respecto a los tiempos de
fermentacion a una significacion del 0.05 (maximo valor aceptable de error) se
observa que, para los tiempos de fermentacion de 72, 96 y 120 horas a los cuales
es sometido el producto existe diferencias significativas (0.00<0.05), en el grado
de alcohol obtenido (se acepta la hip6tesis especifica 2).

El nivel de solidos solubles inicial de 20°Brix fue en el que se produjo un aumento
mayor de grado alcohdlico alcanzando su nivel mas elevado (7.0 °A) a las 120 horas
de fermentacién, mientras que los tratamientos de 23 y 25 grados brix registraron
valores de grados alcohélicos menores llegando a niveles promedio maximos de
6.3 y 4.2°A respectivamente a las 120 horas de la fermentacion.

Para la variable dependiente del porcentaje de etanol destilado los analisis
demostraron que existieron diferencias estadisticas significativas para los sélidos
solubles (°Brix) y los tiempos de fermentacion versus el porcentaje de alcohol
destilado, (se acepta la hip6tesis General).

Para la variable dependiente del porcentaje de etanol destilado respecto a los sélidos

solubles (°Brix) a una significacion del 0.05 (maximo valor aceptable de error) en
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10.
11.

12.

13.

todos los tratamientos de solidos solubles iniciales existieron diferencias
significativas (0.02<0.05) en el porcentaje de alcohol destilado obtenido. (se acepta
la hipotesis especifica 1).

Para la variable dependiente del porcentaje de etanol destilado, respecto a los
tiempos de fermentacion a una significacion del 0.05 (maximo valor aceptable de
error) se observa que, para los tiempos de fermentacion de 72, 96 y 120 horas a los
cuales es sometido el producto existe diferencias significativas (0.01<0.05), en el
grado de alcohol obtenido (se acepta la hipdtesis especifica 2).

El mosto de céscara de platano de 20°Brix fue con el que se obtuvo un mayor
porcentaje de etanol destilado alcanzando su nivel mayor (56.3%) en las 120 horas
de tiempo de fermentacion, mientras que los tratamientos de 23 y 25°Bx registraron
valores de porcentaje de etanol menores llegando a niveles promedio maximos de
49.7% y 30.0% respectivamente a las 120 horas de la fermentacion.

Aunque la céscara de platano presenta buen potencial de aztcares fermentables, los
porcentajes de rendimiento de etanol destilado no fueron tan altos como se esperaba
posiblemente porque las condiciones de trabajo fueron poco favorecedoras para su
conversion en etanol, por lo que se plantea investigar otras condiciones de
tratamiento para la cascara de platano.

El alcohol obtenido de la destilacidn fue incoloro y libre de impurezas.

Las fases del proceso deben controlarse para que los resultados sean mas eficientes
en cuanto al nivel de grados Brix y tiempos de fermentacion.

Es factible obtener etanol utilizando céascara de platano, pero se necesita investigar
las condiciones Optimas de cada etapa para llevar a cabo esta técnica a escala de
planta piloto y nivel industrial con los residuos que resultan del proceso de
elaboracion de productos a partir de platano.

Se pretende que los resultados presentados en este trabajo sirvan como un punto de
partida general hacia estudios mas detallados que determinen la factibilidad de

utilizar cascaras de platano para obtener bioetanol en el futuro.
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RECOMENDACIONES

Es muy importante que todas las fases del proceso puedan ser controladas, para que
los resultados sean mas eficientes en cuanto a la hidrdlisis enzimatica por Celulasas
y el proceso fermentativo.

Hacer un analisis de los costos de produccion de etanol para definir la viabilidad o
no del uso de enzimas celulasas y el proceso fermentativo.

Se deben estudiar mas las caracteristicas de los subproductos del procesamiento de

cascara de platano y determinar si se puede dar algin uso a los mismos.
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FIGURA N° 5.1.
FOTOGRAFIAS DE LOS MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA N° 5.2
PRETRATAMIENTO FiSICO Y ESTANDARIZACION DE CASCARAS DE
PLATANO

Seleccion de la cascara de platano

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA 5.3
FOTOS EXPERIMENTALES DE LA SELECCION, PELADO, PESADO Y
TROZADO DE LAS CASCARAS DE PLATANO DE SEDA (ETAPA 1)

Seleccion y pelado de las cascaras de Platano

Fuente: Elaboracion propia
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FiguraN° 5.4
SECADO, MOLIDO E HIDROLISIS QUIMICA ALCALINA DE LAS CASCARAS
DE PLATANO.

Secado de las cascaras

Fuente: De acuerdo al procedimiento realizado.
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FIGURA N° 5.5

PROCESO DE HIDROLISIS ENZIMATICA DE LAS CASCARAS DE PLATANO

Preparacion de solucion enzimatica de celulasa al 3%, adicion al mosto

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA N° 5.6
PROCESO FERMENTATIVO DE LAS CASCARAS DE PLATANO POR
Saccharomyces cerevisiae (LEVADURA LIOFILIZADA).

Preparacion y estandarizacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA N° 5.7
CONTROL DE GRADOS BRIX'Y pH DE LOS MOSTOS FERMENTADOS

Control de Grados Brix

Fuente: De acuerdo al procedimiento realizado.
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FIGURA N° 5.8
PROCESO DE DESTILACION Y CARACTERIZACION FINAL DEL
ETANOL DESTILADO (ETAPA 3).

Destilac1on de los mostos alcoholicos

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA N°5.9
ETANOL DESTILADO DE LOS TRATAMIENTOS DE ESTUDIO

Etanol destilado de tratamiento de 20°Brix inicial

Etanol destilado de tratamiento de 23°Brix inicial
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FIGURA N°6.1

FOTOS EXPERIMENTALES DE LA DETERMINACION DE HUMEDAD DE LA

CASCARA DE PLATANO DE SEDA

Peso inicial de la cdscara de platano

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA N° 6.2
FOTOS EXPERIMENTALES DE LA DETERMINACION DE ACIDEZ
TITULABLE DEL ETANOL OBTENIDO DE CASCARAS DE PLATANO DE
SEDA

Titulacion con NaOH 0.1 N

Fuente: De acuerdo al procedimiento realizado.
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LOS MOSTOS DE CASCARA DE PLATANO CON LOS GRADOS
ALCOHOLICOS OBTENIDOS (°A) EN CADA TRATAMIENTO

TABLA N°6.2
RELACION ENTRE LOS GRADOS BRIX Y TIEMPOS DE FERMENTACION DE

°Brix Tiempo_ , °Brix °Brix ° Alcohdlico * Alcoholico
inicial Fermentacion Final (mosto) Prom.
(H) Prom. (mosto)

20 72 13 12.0 3.5 4.0
20 72 11 4.5

20 72 12 4

20 96 8 8.3 6 5.8
20 96 9 55

20 96 8 6

20 120 7 6.0 6.5 7.0
20 120 6 7

20 120 5 7.5

23 72 18 17.0 2.5 3.0
23 72 17 3

23 72 16 3.5

23 96 13 12.7 5 5.2
23 96 13 5

23 96 12 55

23 120 10 10.3 6.5 6.3
23 120 11 6

23 120 10 6.5

25 72 21 20.7 2 2.2
25 72 20 2.5

25 72 21 2

25 96 18 18.3 3.5 3.3
25 96 19 3

25 96 18 3.5

25 120 17 16.7 4 4.2
25 120 16 4.5

25 120 17 4

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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TABLA N°6.3.

RELACION ENTRE LOS GRADOS BRIX Y TIEMPOS DE FERMENTACION DE
LOS MOSTOS DE CASCARA DE PLATANO CON EL PORCENTAJE DE
ETANOL DESTILADO (%ET) EN CADA TRATAMIENTO

Grado Tiempo o % alcohol
. .. % alcohol
!3r_|>§ Fermentacion (destilado) prom.
inicial (H) (destilado)
20 72 25.00 29.7
20 72 33.00
20 72 31.00
20 96 46.00 44.7
20 96 43.00
20 96 45.00
20 120 53.00 56.3
20 120 56.00
20 120 60.00
23 72 18.00 20.0
23 72 20.00
23 72 22.00
23 96 39.00 39.0
23 96 36.00
23 96 42.00
23 120 51.00 49.7
23 120 48.00
23 120 50.00
25 72 18.00 18.0
25 72 17.00
25 72 19.00
25 96 24.00 23.0
25 96 22.00
25 96 23.00
25 120 29.00 30.0
25 120 31.00
25 120 30.00

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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TABLA N°6.4.

RELACION ENTRE LOS GRADOS BRIX Y TIEMPOS DE FERMENTACION
CON EL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL ETANOL DESTILADO
(%RET) EN CADA TRATAMIENTO

_ Vol. Vol. Vol. Rendimiento Rendimiento
°Brix TFer Etanol  Etanol Etanol
inicial (H) MOStO,. Etan_ol destilado destilado destilado

alcoholico destilado

prom (%) (%) prom
20 72 700 186.00 187.7 26.6 26.8
20 72 700 187.00 26.7
20 72 700 190.00 27.1
20 96 700 203.00 205.0 29.0 29.3
20 96 700 205.00 29.3
20 96 700 207.00 29.6
20 120 700 236.00 236.0 33.7 33.7
20 120 700 234.00 33.4
20 120 700 238.00 34.0
23 72 700 173.00 175.3 24.7 25.0
23 72 700 178.00 25.4
23 72 700 175.00 25.0
23 96 700 188.00 185.7 26.9 26.5
23 96 700 183.00 26.1
23 96 700 186.00 26.6
23 120 700 190.00 190.0 27.1 27.1
23 120 700 192.00 27.4
23 120 700 188.00 26.9
25 72 700 118.00 120.3 16.9 17.2
25 72 700 123.00 17.6
25 72 700 120.00 17.1
25 96 700 131.00 128.3 18.7 18.3
25 96 700 128.00 18.3
25 96 700 126.00 18.0
25 120 700 138.00 143.3 19.7 20.5
23 120 700 144.00 20.6
23 120 700 148.00 21.1

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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TABLA N°10.1
FICHA TECNICA ENZIMA GRAMOZYME CELULASA

Natritn y Bedcnshogo pare b Seb WGRANOTEC
FICHA TECNICA

Granozyme Celulasa

DESCRIPCION: Compuesto por enzima Cebdasa y harina de trigo como carmier.

ESPECIFICACIOMES: Fisico Quimicas
Agariench Poivo

Color Crema 3 amartio cremoso(*)

Humedad Max. 10%

Ploma (Pb) Max. 2 ppm (*Y)

Metakes pesados {como Pb) Max. 10 ppm

Microbioldgicas (***)

Coliformes Totales Max. 30 wiclp

Escherichia coll Ausencia en 25 ¢

Salmonedla Ausenca en 259

(*) El color puede viwiar de Datch a basch

(**) Espeaificaciones de acuerdo a General Specificasions and Congidesations for Engyme
Prepantions used In Food Processing.

(***) Especificaciones de acuerdo 3 Genenal Spedfications and Considerations for Enzyme
Prepamations used in Food Frocessing.

Enama para of tratamientn de harinas integrales, con ako contenido de fidea
Otorga excelente volumen

Muy buena tolemancia on fermentacion

Se cbtiene masas Secas, NO pegajems

Excelente sinergla con xianasas

Agiicado en procesos Iges o cortos

DOSIFICACION: La dogificacion depende de & calicaa de & harina, formulacidn y especiaimente def
Proceso, y dede determinarse madiante ensayos de panificacdn. Se recomiendan los
SiQuientes rangos:

5 - 50 ppm

Codge: NG.O2FG.01 Yersido: 01

L Graroti Peru garariiis & Gaidad de s producton on of Cursgirsents de e apecficaoones Pdcads o ua fches tioreon.

. Cusguer nfamacn sgul corteuds, 0 propacioneds por Grandte Perd, n sgererces reskoads ot bise & prates e
WhOsstro ¢ & U expererd de Graroted Perd. Bn Agdn Gisd el WOmaOores resrnphican B nocesded del Cherts O realiee
A proos Srusius pare evelulr *edlados v hactr o Atk gue QErentiien Mo e ather S Seseales o su products e s
O St Sobacdn Comeai ndatnil
 Gerte & @ repormalie 38 M0G0 EecE e, murapadendn, Somfcecdn, W, Rcecdn, procese praductve, e & ks
producos adgundon, por 10 S0 Gircter Perd n0 pusde ser resgorsalie O SupimientS Of S SpefiCioine &) un products
frul del Serte.

. e Sroducto he Sk falriado o U SANES gue grocess ghuten (harts de B0, lache v S darwadon, 10v8 v roduciod & buoe oo
wr

~
UR 0518
rwatm My A ' ¢ | i

e o o - o - P Compenmiss

Fuente: GRANOTEC. 2018



TABLA N° 10.2
CERTIFICADO DE ANALISIS. GRAMOZYME CELULASA

Mhrirkssdn vy Bivieonolopla para 1o Sakad -EHAN DTEC
CERTIFICADO DE ANALISIS

Granozyme Celulasa

Fecha actual - 300518

M* Certificado : 1185

Lote M - 130528-05

Fecha de produccion : 2a/06/14

Fecha de vencmients : 20/062H]

Presentacion - Bolsas

ANALISIS UNID ESPECIFICACIONES RESULTADCOS
Fisico Chamicas

Apariencia — Foho Cumple
Color - Crema — amarillo cremoso Curnple
Hurnedad % Max 10 8200
Plomao ppem Max 2.0 <2
Microbiologicas

Coliformes Totales ufizfg Max. 20 <10
Escherichia coli 125q Ausmencia Aumenca
Salmonella 25q Ausmenca Aumenca

5i necesita mayor nformacion, por favor contactarse al comeo laboatorio notec.
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Fuente: GRANOTEC. 2018.



Tabla 10.3. MATRIZ DE CONSISTENCIA

“Obtencion de etanol por via fermentativa de Saccharomyces cerevisiae a partir de cascaras de platano de seda (Musa paradisiaca L.)”

PROBLEMA GENERAL | OBJETIVO GENERAL Y | HIPOTESIS MARCO VARIABLES E METODOLOGIA
Y ESPECIFICOS ESPECIFICOS TEORICO INDICADORES
1. Problema General 1. Objetivo General 1.  Hipétesis General Antecedentes VARIABLE Tipo: Experimental Aplicada
INDEDEPENDIENTE Nivel: Explicativo

;De qué manera se puede | - Obtener etanol a nivel | - La aplicacion del | Monsalve et. al., (2006), | e Sélidos solubles Disefio: Experimental y Analitico.
obtener etanol por via de laboratorio a partir proceso de | Tejeda L. et al, (2010), (e  Tiempo de Completamente al azar con modelo factorial de 32
fermentativa de de cascaras de platano transformacion de | Antonio Cruz R. et al. (2011), fermentacion correspondiente a la combinacion de tres factores
Saccharomyces cerevisiae por via fermentativa cascaras de platano por | Mitis Madrofiero H. (2015), (Sélidos solubles, tiempo de fermentacién) y con
a partir de las cascaras de de la levadura fermentacion de | Santos A. y D. Zabala (2016). | vVARIABLE tres repeticiones cada una para corroborar los
platano (Musa paradisiaca Saccharomyces Saccharomyces Wachirasiri, P., et. al., (2009). | DEPENDIENTE resultados obtenidos.
L.) evaluando los sélidos cerevisiae, evaluando cerevisiae, permitira Calidad del mosto
solubles y el tiempo de los Solidos solubles obtener etanol evaluando | Bases teéricas alcohélico producido de Universo poblacional (N)
fermentacion? (Grados Brix) y el los Sélidos solubles residuos de pifia fermentada | Se utilizara como material biol6gico diez kilos de

tiempo de (Grados Brix) y el [ Platano, Aprovechamientoy | expresado céscara de platano obtenido de los frutos del platano
2. Problemas secundarios fermentacion. tiempo de fermentacion | valoracion del platano, como: Grado alcohélico (Musa paradisiaca L.) tratado por procesos

del mosto. Produccion de Etanol via fermentativos de Saccharomyces cerevisiae para la

¢De qué manera es posible
establecer a nivel de
laboratorio  los  Soélidos
solubles (Grados Brix)
Optimos  para  obtener
etanol por via fermentativa
de Saccharomyces
cerevisiae a partir de las
céascaras de platano (Musa
paradisiaca L.)?

;De qué manera es posible
establecer a nivel de
laboratorio los tiempos de
fermentacion optimos para
obtener etanol por via
fermentativa de
Saccharomyces cerevisiae
a partir de las céascaras de
platano (Musa paradisiaca
L.)?

2.0Objetivo especifico

- Determinar a nivel de
laboratorio los Solidos
solubles (Grados Brix)
Optimos para obtener

etanol por via
fermentativa de
Saccharomyces

cerevisiae a partir de
céscaras de platano.

- Determinar a nivel de
laboratorio los tiempos
de fermentacion
Optimos para obtener
etanol por via
fermentativa de
Saccharomyces
cerevisiae a partir de
cascaras de platano.

2, Hipotesis especificas

- El contenido de sélidos
solubles del mosto de
las céscaras de platano
influye en la produccion

de etanol por
Saccharomyces
cerevisiae.

- El tiempo de

fermentacion del mosto
de las cascaras de
platano influye en la
produccion de etanol
por Saccharomyces
cerevisiae.

fermentativa, Materias primas
y su importancia en el proceso
fermentativo

Definicion de Términos

. Anaeroébico

. Biotecnologia

. Biotransformacion
. Etanol

. Fermentacion

. Glucosa

. Grado Brix

. levaduras

. Polisacaridos

Porcentaje de etanol

INDICADORES:

. Sélidos solubles
(°Grados Brix)

e  Tiempo de
fermentacion (horas)

. Grado alcohdlico (°GL)

. Contenido de etanol
(%)

obtencién de etanol.

Muestra poblacional (n)

Muestra de 1000 ml de solucion de cascara de
platano, en tres repeticiones por tratamiento con los
03 diferentes contenidos de solidos solubles o
Grados Brix (20, 23 y 25) y 03 diferentes tiempos
de fermentacion (72, 96 y 120 horas) para la
fermentacion alcohdlica.

Métodos de Anélisis

Determinacion de la acidez (INDECOPI, NTP
203.070. 1977. Revisada el 2012; INDECOPI, NTP
211.040. 2012).

Determinacion de grado alcohdlico. Tabla de
Conversion de Gravedad Especifica a °Baumé -
°Brix - alcohol. (Amerine M.A. & Ough C.S,,
2001).

Determinacion del porcentaje de etanol por
alcoholimetria. (Norma Peruana ITINTEC 210.011.
Bebidas alcohdlicas).
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