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Resumen

La presente investigacion tiene como objetivo optimizar la produccion de
bioetanol por fermentacion de platano de rechazo aplicando Disefio de
Experimentos (DOE) en cada etapa del proceso. La primera etapa es el pre
tratamiento-hidrolisis, cuyo objetivo es romper las cadenas de polisacaridos para
obtener una alta concentracion de azucares reductores. Para esta etapa
determinamos tres factores que afectan su efectividad: el tiempo de molienda,
para reducir de tamafo la materia prima e incrementar el area superficial de
contacto con el acido, el pH con el que se traté la materia prima para romper los
polimeros y el tiempo de tratamiento térmico, para facilitar la hidrolisis de las
macromoléculas. Una vez establecidos los 3 factores utilizamos un disefio factorial
2 para estudiar sus efectos sobre la concentracion de azlcares reductores. Cada
factor se disefio con 2 niveles: para tiempo de molienda 2 y 3 minutos, parapH 1y
2, y para tiempo de tratamiento térmico 25 y 35 minutos. Por lo tanto el plan
experimental const6 de 2° = 8 corridas, cada una con tres réplicas. Los resultados
se analizaron con el software estadistico Minitab 15. Los estadisticos utilizados
para analizar las 8 corridas fueron la regresion lineal, el indice de correlacion, el
analisis de varianza (ANOVA) y las tablas de comparacion de Tukey. Los analisis
demostraron, con una confiabilidad del 95%, que el experimento 2, con un
rendimiento de 28.02 g/L de azlcares reductores, es el mas factible de acuerdo a
sus condiciones (3 minutos de tiempo de molienda, pH de 1 y 25 minutos de
tratamiento térmico). Se obtuvo una concentracion de etanol de 20.47 g/L en la
fermentacién y se propone un disefio factorial 2° para optimizar esta etapa,

considerando como variables: concentracién de azucares, pH y temperatura.
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Abstract

The present research has as an objective to optimize bioethanol production by
fermentation of rejection banana applying Design of Experiments (DOE) in each
stage in the process. The first stage is a pre treatment-hydrolysis. This stage will
break the polysaccharide chains to obtain a high concentration of reducing sugars.
For this stage three factors that affect its effectiveness were determined: the
grinding time to reduce the size of the raw material to increase its contact with the
acid, the pH which the raw material was treated to break the polymers and time of
thermal treatment to facilitate the hydrolysis of the macromolecules. Once the 3
factors were established, a factorial design 2¢ was performed to study its effects
over reducing sugars concentration. Each factor was designed with two levels: for
grinding time were 2 and 3 minutes, for pH the values were 1 and 2, and for time of
thermal treatment 25 and 35 minutes were used. Therefore, the factorial design
resulted as 2% with 8 experiments and each one with three replicates. The results
were analyzed with Minitab 15. The statistics that were used to analyze were a
linear regression, a correlation index, ANOVA and Tukey table. These analyses
showed with a confidence interval of 95% that experiment number 2 with an output
of 28.02 g/L of reducing sugars was the most feasible according to its conditions (3
minutes of grinding time, pH of 1, and 25 minutes of thermal treatment). It was
obtained an ethanol concentration of 20.47 g/L in the fermentation and is proposed
a factorial design 2° to optimize this stage, considering as variables: sugar
concentration, pH and temperature.

Key words: Bioethanol, fermentation, rejection banana.

1. Introduccién

Debido a la crisis energética que se
vislumbra a futuro y a las problematicas
de contaminacion ambiental actuales, es
necesario evaluar el empleo de
procesos biotecnolégicos encaminados

a la obtencién de fuentes alternas de

energia. Una opcion atractiva es el uso
de productos ricos en almidén, capaces
de ser transformados en
biocombustibles, y que por sus
caracteristicas organolépticas se

consideren no agradables para la



alimentacion y por consecuencia su

costo sea bajo.

En las ultimas décadas ha surgido un
fuerte interés por darle un manejo
adecuado y eficiente a los desechos
agricolas, empleandolos en el desarrollo
de bioprocesos, en los que se
involucran como sustratos para la
produccion de &cidos organicos, etanol,
enzimas y otros metabolitos secundarios
importantes para la industria
farmacéutica y alimentaria.

Teniendo en cuenta que dia a dia se
generan grandes cantidades de platano
de rechazo, tras la practica agronémica
del corte de la planta de platano, surge
el interés de su utilizacibon mediante
fermentaciones alcohdlicas gque
permitan darle un valor agregado a
estos residuos, aprovechando su alto
contenido de carbohidratos
(aproximadamente 20% de su peso) que
posibilita el uso de microorganismos
capaces de transformar  dichos
desechos en un producto industrial
como el bioetanol.

Es importante mencionar que el
bioetanol se considera un combustible
biodegradable derivado del uso de la

energia solar almacenada en Ila

biomasa, oxigenado y libre de azufre; lo
que le permite ser utilizado en
automoviles, mezclado con la gasolina

en proporciones de 10% a 85%.

Aunqgue el bioetanol lignocelulésico se
considera una opcién atractiva como
energia alternativa, requiere de Ila
optimizacién del proceso de produccion,
es por esto que, las apuestas en
investigacion estan dirigidas al estudio e
incursion de tratamientos viables.

De esta manera el objetivo de la
presente investigacion es optimizar la
produccion de bioetanol por
fermentaciéon de platano de rechazo,
para usarlo como fuente alterna de

energia.

2. Métodos de estudio

a. Tipo de estudio y disefio general.

El tipo de estudio efectuado fue una
investigacion aplicada o tecnolégica ya
que pretendiamos adquirir nuevos
conocimientos técnicos con aplicacion
inmediata para resolver probleméaticas

de orden energético y ambiental.

El disefio general de estudio consistio

en la optimizacion de las etapas de pre



tratamiento-hidrolisis acida,
fermentacién y destilacién, con el fin de
obtener los mejores rendimientos de

etanol a partir de platano rechazo.

b. Definicibn operacional de las

variables.

Para el pre-tratamiento e hidrolisis
acida, las variables independientes
fueron el tiempo de molienda (T.Mol.)
para disminuir el tamafio de la muestra
e incrementar su area superficial, el pH
de la muestra debido a la adicion de
acido sulfarico (H,SO,), y tiempo de
tratamiento térmico (T.Ter.) durante la
hidrélisis. Se declar6 como variable
dependiente a la concentraciébn de
azlcares reductores, ya que esta se ve
afectada por la hidrdlisis y los diferentes
valores de las variables independientes.
El incremento de la concentracion de
estos azucares indica la efectividad de
la hidrdlisis para romper las cadenas de

almidon.

En la etapa de la fermentacién las
variables independientes fueron la
concentracion de azucares reductores,
la concentracion de levadura utilizada, la
temperatura, los gramos de (NH4).SOg,
KH,PO,, MgCO3; y pH. La variable

dependiente fue la concentracion de
alcohol obtenida.

c. Universo de estudio, seleccion y
tamafio de muestra, unidad de
analisis y observacion. Criterios

de inclusién y exclusion.

Para el desarrollo de este proyecto el
universo de estudio fue el platano de
rechazo del pais, principalmente de las
zonas costeras. El tipo de platano
manejado fue el "Tabasco" en estado de
maduracion 3 (Figura 1). La unidad de
analisis fue el platano adquirido en el
mercado municipal de Cortazar. En
cada experimento se utilizaron muestras
de 40 gramos de platano de rechazo y
cada uno de estos se manejo por

triplicado.

1 2 3 4 5 6 7

Figura 1.- Estados de maduracion de la
banana. Fuente: (Kader A, 2008).



d. Procedimientos para la 4. Someter las muestras a una
recoleccion de informacion, temperatura de 121°C y 15 psi.,
instrumentos a utilizar y métodos durante 30 minutos.

para el control y calidad de los

datos.

| Tratamiento
termico

Molienda

La obtencion de la materia prima fue

=

a través de la recoleccion de platano de

Reducir la

materia ‘ Adjustar pH

rechazo en el mercado municipal de

Cortazar, Gto.

Fotografias tomadas por los autores.
Las etapas que se llevaron a cabo

ara el procesamiento del platano de . e,
P P P Para optimizar esta etapa se utilizdé un

rechazo, dirigido a la obtencion del disefio factorial 2%, donde k representa

etanol fueron: .
el nimero de factores que afectan a la

e Pre tratamiento-Hidrélisis  Acida variable dependiente, en este caso 3.

(Proceso control. Oviedo, L., 2009)

Por lo cual el disefio 2° nos indicd 8
corridas con diferentes niveles como lo

muestra la tabla 1.

Materiales Equipo Reactivos
Cuchillo pH metro Acido Sulfur(I)CO Tabla. 1- Pre tratamiento-hidrdlisis; disefio
_ (H2S504) ]_-OAJ factorial completo, 2% con 8 corridas.
Licuadora Olla de Agua destilada
presion
Proceso
Orden Orden | Punto | Bloques | T.Mol. | pH | T.Ter.
Estadistico | Corrid | Central
1. Reducir el tamafio del platano de a
rechazo, para facilitar la molienda. ! ! ! ! I N
2. Reducir el tamafio de particula ’ ? ' ' Pl ®
moliendo 40g de platano de rechazo ! ’ ! ! I N
con 60mL de agua utilizando una : ! ! ! S
. . 2 5 1 1 3 1 25
licuadora durante 2.5 minutos.
. 4 6 1 1 3 2 25
3. Ajustar el pH de la mezcla a 1.5 con
6 7 1 1 3 1 35

acido sulfarico (H2SO,) al 10%.




e Fermentacion en lote. Para esta etapa se realizd un disefio

(Proceso control. Oviedo, L., 2009 y factorial 2° que nos indica 8 corridas con
Monsalve, J., 2006). dos diferentes niveles como lo muestra
Materiales  Equipo Reactivos la tabla 2.
Matraz Incubadora Hidroxido de sodio 5 _ _
erlenmeyer NaOH 10% Tabla. 2- Fermentacion; disefio factorial
Termometro pH metro Sulfato de amonio fraccionado (1/2), 2° con 8 corridas.
(NH4)2SO4
Fosfato di acido de
potasio KH,PO,4 conc.
Carbonato de Orden Orden | Punto | Blogues de Temperatura | pH
magnesio MgCO3 Estadistico | Corrida | Central aziicares
Proceso 7 1 1 1 20 30 4
1. Colocar 60 mL del hidrolizado con ! 2 ! ! 20 2 >
una concentracibn de azlcares 8 3 1 1 40 30 5
reductores de 20g/L en un matraz 5 7 1 T o 5 2
Erlenmeyer.
2. Ajustar el pH a 4.5 con NaOH al 10% 3 > ! ! 20 %0 4
3. Complementar el mosto  de 11 6 1 1 20 30 4
fermentacion con  0.048g de : - : : 55 = c
(NH4)2804, Olmg de KH2PO4 Yy
0.0030mg de MgCOs, 12 8 ! 1 40 %0 5
4. Inocular con 1g de cepa pura de
levadura: S. Cerevisiae. e Destilacién.
5. Fermentar en condiciones de
anaerobiosis a 27°C Se destila el mosto fermentado a una

6. Por cada lapso de 24 horas realizar
muestreos, en condiciones de
esterilidad durante 48 horas.

temperatura de 78.4°C.
3. Resultados

Pre tratamiento-Hidrélisis Acida

Adjustar

- Preparar Anadlr
mosto complemetos

Fotograﬁas tomadas por los autores. tratamiento térmico (TTeI’) Los tres

Md En el pre-tratamiento e hidrolisis

acida las variables independientes

Proceso de
fermentacion

involucradas fueron el tiempo de

molienda (T.Mol), pH y el tiempo de



factores se diseflaron con dos niveles

cada uno, como lo muestra la tabla 3.

Tabla 4. Factores y niveles considerados
para el disefio de experimentos.

Factor Niveles
Tiempo de molienda (T.Mol) 2 min 3 min
pH 1 2
Tiempo de tratamiento térmico
(T.Ter) 25 min 35 min

Se consideraron tres réplicas para
incrementar la precision mediante la
reduccion de errores estandar.

A medida que la hidrélisis acida rompe
las macromoléculas del almidén en
azucares reductores, la concentracion
de estos va aumentando a medida que
la reaccion avanza. Una forma de saber
si los factores planteados tienen
significancia en este proceso, es
cuantificar el incremento de Ia
concentracion de los AR para cada uno
de los experimentos con sus diferentes

factores y niveles.

La razén de incremento de la
concentracion de azuUcares reductores

(R.Incremento) se define con la formula:

concentracion final

R.incremento = —
concetracion inicial

La R.Incremento se tomdé como

variable dependiente y para la

comparacion en el andlisis de resultados

de los 8 experimentos como se muestra

en la tabla 4.

Tabla 4. Experimentos del disefio 2 con sus
factores, niveles y su R.Incremento.

Orden | T.Mol | pH | T.Ter | Conc. | Conc. | R.Incremento

Est Inicial | final

1 2 1 25 | 10.422| 39.797 3.8
2 3 1 25 5.940 | 32.660 5.5
3 2 2 25 6.043 | 11.008 1.8
4 3 2 25 | 10.629| 36.935 3.5
5 2 1 35 8.905 | 34.108 3.8
6 3 1 35 7.595| 36.793 4.8
7 2 2 35 6.250 | 12.560 2.0
8 3 2 35 7.664 | 22.489 2.9
9 2 1 25 | 10.422| 37.453 3.6
10 3 1 25 5.354 | 25.970 4.9
11 2 2 25 5.561| 14.215 2.6
12 3 2 25 9.664 | 40.590 4.2
13 2 1 35 | 13.939 | 30.247 2.2
14 3 1 35 7.802 | 34.867 4.5
15 2 2 35 6.009 | 13.525 2.3
16 3 2 35 | 10.008 | 25.558 2.6
17 2 1 25 42.797

18 3 1 25 5.906 | 25.454 4.3
19 2 2 25 5.630| 11.422 2.0
20 3 2 25 9.767 | 40.418 4.1
21 2 1 35 8.595 | 28.499 3.3
22 3 1 35 6.526 | 41.176 6.3
23 2 2 35 6.009 | 13.422 2.2
24 3 2 35 8.009 | 23.144 29

Se introdujeron los datos al disefio en
el software estadistico MINITAB 15 para
realizar un andlisis de varianza y poder
determinar si existe relacion significativa
entre la variable dependiente
(R.Incremneto) y el conjunto de los tres

factores como variables independientes.




El andlisis de varianza muestra:

Andlisis de varianza para R.Incremento
Fuente GL SC Sec.
Efectos principales 3 25.8629
T.Mol 1 13.1300
pPH 1 12.0452
T.Ter 1 0.6876
2° orden (interacciones) 3 0.6552
T.Mol*pH 1 0.2920
T.Mol*T.Ter 1 0.0369
PH*T.Ter 1 0.3263
3° orden (interacciones) 1 1.5513
T.Mol*pH*T.Ter 1 1.5513
Error residual 15 4.8028
Error puro 15 4.8028
Total 22 32.8720

(unidades codificadas)

SC Ajust. MC Ajust. F P
25.8624 8.6208 26.92 0.000
11.5181 11.5181 35.97 0.000
12.1808 12.1808 38.04 0.000

0.6872 0.6872 2.15 0.164
0.4843 0.1614 0.50 0.685
0.2564 0.2564 0.80 0.385
0.0224 0.0224 0.07 0.795
0.2470 0.2470 0.77 0.394
1.5513 1.5513  4.84 0.044
1.5513 1.5513 4.84 0.044
4.8028 0.3202

4.8028 0.3202

Un efecto principal se presenta cuando
diferentes niveles de un factor afectan la

respuesta de manera diferente.

En este analisis de varianza podemos
observar que la fuente de varianza
Efectos principales tiene un estadistico
F (distribucién de Fisher) alto que indica
que hay mayor probabilidad de que
suceda la H; (la fuente tiene efecto
sobre la variable respuesta), esto lo
reafirma el estadistico P con valores
menores al a(0.05), es decir, con un

nivel de confianza del 95%.

Por lo tanto los efectos principales si
afectan la variable respuesta:

Efectos principales3 25.8629 25.8624 8.6208 26.92 0.000

De la misma forma los factores T.Mol,
pH y la interaccion de tercer orden
afectan significativamente la variable de
respuesta R.Incremento por presentar
valores de F altos y valores de P

menores a 0.05.

A diferencia del factor T.Ter que no
tiene relevancia significativa sobre la

variable R.Incremento.

T.Ter 1 0.6876 0.6872 0.6872 2.15 0.164

Es decir, estadisticamente, no hay diferencia
en los efectos al tratar térmicamente la
muestra durante 25 o0 35 minutos.
La grafica de efectos estandarizados
confirma lo anterior (Grafico 1):




Grafica normal de efectos estandarizados
(la respuesta es R.Incremento, Alfa = 0.05)

Porcentaje
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Gréfico 1.- Grafica normal de fectos estandarizados

En esta grafica se observan los

efectos que sufre la variable

R.Incremento al momento de modificar
los factores; si los factores son
significativos el cambio de estos tendra
un efecto mayor, si el factor no es
significativo los efectos son nulos; por lo

tanto, los factores que estan lejos del

cero son los significativos, es decir, el
factor A, By ABC.

Al

principales, vemos el comportamiento

realizar una grafica de efectos

de cada uno de los factores con

respecto a la variable de respuesta R.

Main Effects Plot for R.Increment

Data Means

T.Blend

4,5

4,0

Bi5
3,01
2,5+

Mean

4,5
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3,0

2,5

T T
25 35

Grafico T=Graficanormat de efectos principate:

Por lo anterior deducimos que el factor
C (T.Ter) no tiene significancia por si
solo en el proceso de la hidrdlisis, es
decir, se producen los mismos
resultados al utilizar cualquiera de los
dos niveles (25 o 30 min). Por lo tanto

se elige como el experimento mas

Incremento (Gréafico 2).
apropiado aquel que presente la

R.Incremento mas alta cuyo tratamiento
térmico sea de 25 minutos debido a que

se utiliza menor cantidad de energia.

T.Mol | pH | T.Ter | Conc. | Conc. | R.Incremento
Inicial | final
3 1 25 |5.940 32.660 5.5




Ahora, para determinar que experimentos son significativamente iguales o diferentes

realizamos una ANOVA unidireccional y el método de comparacion de Tukey.

Nivel
EXP1
EXP2
EXP3
EXP4
EXP5
EXP6
EXP7
EXP8

EXP1 EXP2 EXP3 EXP4 EXP5 EXP6 EXP7 EXP8
6.3 5.5 4.2 3.8 3.8 2.9 2.6 2.3
4.8 4.9 4.1 3.3 3.6 2.9 2.0 2.2
4.5 4.3 3.5 2.2 2.6 1.8 2.0

NN DN WWWS O

ANOVA unidireccional: EXP1, EXP2, EXP3, EXP4, EXP5, EXP6,

EXP7, EXP8
Fuente GL
Factor 7
Error 15
Total 22
S = 0.5658

sC
28.069
4.803
32.872

R-cuad.

R-cuad. (ajustado)

MC F
4.010 12.52
0.320

= 85.39%
78.57%

P
0.000

Media
.2076
.8862
.9378
.1053
.7061
.7926
.1355
.1647

g
()
0
<

O O OO OO oo

ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est.

.9726
.5950
.4020
.8499
.1590
.2081
.3788  (-—--- *mmmm o )
1346 (=———- *mmmm o )

En esta tabla se observa el valor de F

que es lo suficientemente grande para

rechazar la hipodtesis de igualdad (Ho),

por lo cual existe al menos un par de

medias que son diferentes.

A continuacion se muestra el estudio

de comparacion multiple de Tukey con

un intervalo de confianza del 95%.

Comparacion de medias mediante

agrupada

meétodo de Tukey:

EXP1
EXP2
EXP3
EXP5
EXP4
EXP6
EXP8
EXP7

=2

W wwwbhwww
DN WWW U

Media

.2076
.8862
.9378
.7061
.1053
L7926
.1647
.1355

g
o0 www
[ONONONONe!

Agrupacién

el



Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultaneos de Tukey del 95%.

A continuacion se comenta el analisis factorial:

Ajuste factorial: R.Incremento vs. T.Mol, pH, T.Ter

Efectos y coeficientes estimados para R.Incremento

Término Efecto Coef SE Coef
Constante 3.4920 0.1191
T.Mol 1.4282 0.7141 0.1191

pH -1.4687 -0.7343 0.1191
T.Ter -0.3488 -0.1744 0.1191
T.Mol*pH -0.2131 -0.1065 0.1191
T.Mol*T.Ter -0.0630 -0.0315 0.1191
pH*T.Ter -0.2091 -0.1046 0.1191
T.Mol*pH*T.Ter -0.5241 -0.2621 0.1191

29
6.

-6.
-1.
-0.
-0.
-0.
-2.

(unidades codificadas)

T

P

.33 0.000
00 0.000
17 0.000
47 0.164
89 0.385
26 0.795
88 0.394
20 0.044

Mediante el Ajuste factorial pudimos
encontrar un modelo matematico que
representa nuestro proceso de hidrolisis
la variable

donde el R.incremeto es

respuesta y T.Mol, pH y T.Ter las

variables predictoras.

El modelo es el siguiente:

R.Incremento = 3.4920 + 0.7141 T. Mol
—0.7343 pH — 0.1747 T.Ter
— 0.1065T. Mol * pH
— 0.0315T.Mol = T. Ter
—0.1046 pH * T. Ter
—0.2621 T.Mol * pH * T. Ter

Fermentacion

Se llevo a cabo el proceso control de
la fermentacién con una concentracion
inicial de azucar reductores de 30,36 g /
[, un pH de 4.5 y una temperatura de

27°C, en un lapso de 24 horas.
La concentracion de etanol obtenida fue
20.47g /L.

4. Conclusiones

Después del analisis estadistico de

los resultados, se seleccion6 el
experimento 2 del disefio factorial del
pre tratamiento-hidroélisis, ya que mostré
la mayor concentracidbn de azlcares
reductores usando menos energia en
comparacién con otros experimentos.

Las referencias consultadas indican
gque la etapa de molienda no afecta
significativamente la produccion de
etanol y que sélo genera un gasto de
energia, pero el desarrollo de este
trabajo y su analisis nos ha permitido

comprobar que esta etapa sSi es




relevante en el proceso y debe ser

utiizada para obtener wuna mejor

concentracion de etanol.

Se requiere la aplicacion de procesos
adicionales para hacer mas eficiente la

produccion de etanol, como la

desintoxicacion después de la hidrdlisis,
gue nos permite obtener un mosto sin

inhibidores para la levadura y asi

mejorar el rendimiento; ademas

implementar la reutilizacion de la

biomasa al final de la fermentacion

aumentaria la eficiencia.
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