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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue obtener bioetanol a partir de la biomasa lignoceluldsica
del mate (Crescentia cujete). Se empled un Disefio Completamente al Azar en arreglo bifac-
torial AxB con tres réplicas por cada tratamiento. Se manipularon los factores de estudio: A.
Concentracion de acido sulftrico (2.5%, 5%y 7.5%) y B. Cantidad de levadura Saccharomyces
cerevisiae (2 y 5 mL). Se evaluaron las variables: acidez, °Brix, Grado Gay Lussac, Azucares
totales y reductores. Los resultados encontrados demostraron que la hidrélisis acida permitié
desdoblar la lignocelulosa ya que incrementaron los azicares reductores fue de 13.82% en
comparacion con los encontrados en la pulpa 6.46%; de la misma forma se obtuvo mayor con-
tenido de alcohol (20.70 GL) en el tratamiento a2b2 (5% de &cido sulfurico + 5 mL de levadura
S. cerevisiae), el cual presentdé menor contenido de acidez con 0.643%, los °Brix fue de 18.47,
mientras que el tratamiento a2b2 presentd mayor contenido de acidez con 0.893%, el a2bl
obtuvo menor contenido de °Brix con 15.00, y el albl presenté menor contenido de Grado Gay
Lussac con 8.33. De esta forma se concluye que es posible obtener un alcohol primario a partir
de la biomasa del mate sometido a una hidrolisis acida al 5% y fermentacion con S. cerevisiae
al 2% en relacion al peso de la pulpa del mate.
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ABSTRACT

The objective of this research was to obtain bioethanol from lignocellulosic biomass (Cres-
centia cujete). A completely randomized design was used in two-factor arrangement AxB with
three replicates per treatment. Study factors were manipulated: A. Concentration of sulfuric
acid ( 2.5 %, 5% and 7.5 % ) and B. Amount of yeast (Saccharomyces cerevisiae) ( 2 to 5 mL
). Different variables were evaluated: Acidity, °Brix , Gay Lussac grade, total and reducing
sugars. The results showed that the hydrolysis acid allowed to unfold lignocellulose as it in-
creased the reducing sugars that was 13.82% as compared with those found in the pulp 6.46%,
in the same way a higher content of alcohol ( 20.70 GL ) in the treatment a2b2 was obtained
(5 mL of yeast S. cerevisiae + 5% sulfuric acid), which showed a lower content of acidity with
0.643 %, ° Brix was 18.47, while the A2B3 treatment had higher acidic content at 0.893 % , the
a2bl scored lower in °Brix with 15.00, and had lower content in albl Gay Lussac Grade with
8.33. Thus it is concluded that it is possible to obtain a primary alcohol using hydrolysis acid
at 5% and 5 mL of yeast.
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INTRODUCCION

Seglin analisis realizado por el analista
petrolero Tandazo (2012), el Ecuador podra
sostener su economia con el petrdleo alrede-
dor de 10 anos mas, esto en base a las esti-
maciones de las reservas remanentes de los
campos que estan en produccion, los mismos
que se podrian extender cerca de 10 afos mas
si se toman en cuenta las reservas probadas de
los campos que no estan en produccion, en-
tre ellos el ITT. Manifiesta que la situacion es
preocupante ya que el crudo ha sido el sostén
de la economia ecuatoriana en estos 40 afios.

Esta situacion debe despertar el interés
y la atencion de todos, analizando la dispo-
nibilidad de recursos de acuerdo a sus nece-
sidades energéticas, procurando diagnosticar
y principalmente evaluar la viabilidad real de
aprovechamiento de las fuentes alternativas
de energia renovables en el plano nacional
(Chavez, 2003).

Un vegetal disponible para ser estudia-
do como alternativa de fuente energética es el
mate (Cresentia cujete), una planta que no se
aprovecha en el Ecuador, la misma que posee
una elevada cantidad de azlicar. La biomasa
producida es luego transformada en productos
que poseen la capacidad energética de susti-
tuir los derivados del petroleo, tal como ocurre
con el alcohol (anhidro) carburante o etanol
(Barreto (1980) citado por Chaves (2003)).

La EOI (Escuela de Negocios) y Centro
de Eficiencia Energética de Gas Natural Fe-
nosa, (2008) definen la biomasa como toda la
materia organica de origen vegetal o animal,
incluyendo también materiales procedentes
de su transformacion natural o artificial. Esta
puede ser usada directamente como combus-
tible o ser convertida en otras formas antes de
su combustion (Ortiz, 2008). La lignocelulosa
es el principal componente de la pared celular
de las plantas (Cuervo et al., 2009).

La conversion bioldgica y quimica de la
biomasa son los medios para lograr la trans-
formacién, que generalmente involucran di-
versos pasos secuenciales: Pre-tratamiento,
fraccionamiento de lignocelulosas, hidrdlisis
de la celulosa y fermentacion (Geoffrey et
al., 2008). Por otra parte la transformacion de
material lignoceluldsico en glucosa, se pue-
de hacer por via acida o por via enzimatica
y ha sido ampliamente documentada. Lopez-
Miranda et al., (2009) probaron los métodos
de pre-tratamiento alcalino, acido y explosion

con vapor, para efectuar la hidrélisis enzimati-
ca de aserrin de pino y recuperar los azlcares
contenidos en el mismo.

La hidrdlisis acida en un proceso quimi-
co que, mediante el empleo de catalizadores
acidos, transforma las cadenas de polisacari-
dos que forman la biomasa en sus mondmeros
elementales (azucares fermentables o reduc-
tores). El grado de degradacion de la sustan-
cia depende de la concentracion del acido, la
temperatura y el tiempo de hidrdlisis. A medi-
da que actta el acido, el peso molecular y la
viscosidad de los productos decrecen y el po-
der reductor aumenta (Ferrer et al., 2002). El
bioetanol se obtiene por fermentacion de los
azlcares y éstos varian de acuerdo al genoti-
po, etapa fenolodgica, lugar donde se siembra,
fertilidad (Almodares et al., 2008). El objetivo
de esta investigacion fue obtener bioetanol a
partir de la biomasa lignocelulésica del mate.

MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de esta investigacion se
efectud en las instalaciones de los laboratorios
de bromatologia, microbiologia y quimica de
la Escuela Superior Politécnica Agropecua-
ria de Manabi ESPAM-MFL, de la carrera de
Agroindustria, ubicada en el sitio El Limo6n
en la ciudad de Calceta — Manabi — Ecuador.
Se obtuvo seis tratamientos, combinando los
factores A: Concentracion de acido sulfurico
(2.5% y 7.5%) y B: Cantidades de levadura
liquida S. cerevisiae (2 y 5 mL). Cada variante
fue aplicada en 100 g de pulpa de mate.

Materia prima

Se utilizo6 fruto de mate en estado madu-
ro, con un peso promedio de 2.5 kg y diametro
aproximado de 30 cm, pulpa blanca con nu-
merosas semillas; el cual se receptd con sumo
cuidado para que no sufrieran ningun golpe
fisico. Se tomaron 250 mL de pulpa de mate
y 250 mL del jugo ya centrifugado con el pro-
posito de determinar el porcentaje de azucares
reductores y totales.

Manejo experimental
Se disefid un diagrama de procedimien-

tos para la extraccion de alcohol a partir del
mosto de mate (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de extraccion de alco-
hol a partir del mosto de mate

Recepcion: Para la recepcion de los frutos se
considerd su estado de madurez fisiologica es-
tablecida por su color verde-amarillo, de apa-
riencia sana y en buen estado.

Seleccion: Se seleccionaron los frutos que
presentaron las mejores condiciones requeri-
das para la investigacion como: buen estado
sin presencia de golpes y libres de cualquier
particula extrafia.

Lavado: Una vez que se seleccionaron los
frutos de mate, se lavaron para lo cual se em-
ple6 agua esterilizada, con el fin de eliminar
cualquier contaminante adherido a la materia
prima.

Extraccion de la pulpa: se cortaron los fru-
tos empleando cuchillo de acero inoxidable
previamente esterilizado y se procedio a la
extraccion de la pulpa de manera manual uti-
lizando guantes de latex, luego se procedid a
licuar a 3600 rpm la pulpa en una licuadora
semi-industrial durante 5 minutos hasta que la
pulpa quedo pastosa, a la cual se le hicieron
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los andlisis respectivos para su caracteriza-
cion

Conversion de celulosa: Para lograr el des-
doblamiento de la celulosa en azlcares sim-
ples se emple6 el método de hidrolisis acida
utilizado por Sung y Cheng (2002) citado por
Gomez et al., (2013), se la realizd en vasos
pyrex, adicionando 50 mL de 4cido sulftrico
diluidos al 2.5%, 5.% y 7.5% de concentra-
cion, por cada 100 gramos de pulpa (mate), la
mezcla se la llevé al autoclave a una tempe-
ratura de 125°C y 15 psi (libra/pulg?) por un
periodo de 30 minutos. Se tomd una muestra
de la concentracion al 5% de acido sulfurico
para determinar azucares reductores y totales
para analizar el comportamiento.

Estandarizacion del pH: Se procedio a es-
tandarizar el pH del mosto a 4,6 por método
de potenciometro, empleando la solucioén de
hidréxido de sodio al 5% en una fiola de 1000
mL

Separacion de sélido y liquido: Para la sepa-
racion de solido-liquido se la realizo por dos
métodos: mediante tamizado en tamices de
acero inoxidable de 20 micras y posterior a
estos mediante centrifugacion a 2500 rpm por
un periodo de tiempo de 5 minutos.

Adicion de levadura: Una vez realizada la
separacion de solidos se procedi6 a afnadir la
levadura liquida de acuerdo a los niveles esta-
blecidos en la fase experimental 2 y 5 mL por
cada 100 mL de mosto.

Fermentacion: se realizd una fermentacion
anaerobia por un periodo de 24 horas em-
pleando trampas de agua para evacuar los ga-
ses producidos en este proceso y se dejaron
las muestras en reposo hasta que culminara el
proceso de fermentacion.

Destilado: El producto obtenido de la fer-
mentacion se lo destilé por un periodo de 2
horas, para ello se uso el equipo de destilacion
y posteriormente a este proceso se midieron
los grados de alcohol GL.

Diseiio experimental

Se aplico un Disefio Completamente al Azar
en arreglo factorial con tres réplicas.
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Variables evaluadas

En la materia prima.- Se realiz6 analisis a
la materia prima para determinar: azucares re-
ductores totales segin procedimientos realiza-
dos en el laboratorio de Santa Catalina-Quito
del Instituto Nacional Auténomo de Investi-
gaciones Agropecuarias (INIAP), asi como
°Brix, pH y acidez.

En el producto final

°Brix.- se tomaron muestras del mosto para
medir los s6lidos solubles, empleando el mé-
todo del refractometro.

Grados Gay Lussac.- Segun técnica descrita
en la norma INEN 340:1994

Acidez.- se seleccionaron muestras de cada
tratamiento tomando 10 mL, se le agrego 3
gotas Fenoltaleina y se procedi6 a titular con
NaOH al 1 N (método volumétrico).

El analisis estadistico se lo realizo por el ana-
lisis de varianza en el programa de Microsoft
Office Excel 2010 e InfoStat Version Libre
2008.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de la materia prima

Como se muestra en el cuadro 1, el mate
tiene una cantidad de sé6lidos solubles de 20.7
(°Brix), lo cual le proporciona a la pulpa un
sabor dulce e idonea para obtener alcohol.

El pH es de 3.5 valor tipico en la ma-
yoria de frutos mientras que la acidez fue de
0.82% con lo cual se deduce que la pulpa es
ligeramente acida-dulce.

Se observa que la cantidad de azlicares
reductores en la muestra de la pulpa del mate
fue de 6.46% en comparacion a la de azicares
después de la hidrolisis acida, la cual fue de
13.82% de azucares reductores, esto eviden-
cia que ¢l proceso de hidrolisis acida ayudo a
que aumenten los azucares reductores, estos
datos tienen relacion con los publicados por
Larrahondo (1995), quién comunica que el
jugo de cafias maduras tiene entre 1 a 5% de
azucares reductores. El porcentaje de azucares
totales en la muestra de la pulpa fue de 13.93%
y después del proceso de hidrdlisis acida fue
de 13.86%, esto indica que disminuyeron los
azucares totales en el mosto del mate.

Cuadro 1. Propiedades fisico-quimicas del
mate
Analisis de la materia prima

Item Parametros Meétodo Unidad Resultados
1 °Brix Refractometro 20.7
2 pH Potenciometro 3.5
3 Acidez (expresa  Volumétrico % 0.82
da en écido
acético)
4 Azlcares Watada 1955* % 6.46
reductores
5 Azlcares Totales Dubois 1956* % 13.93

* Laboratorio INIAP, Santa Catalina-Quito

En el cuadro 2 se muestra que la concen-
tracion de levadura y el porcentaje de acido
sulfurico influyeron significativamente sobre
los parametros en estudio. El tratamiento que
mayores valores tuvo en acidez fue a2b2 con
0.64% y un °Brix de 18.47, datos que tienen
relacion con los publicados por Florez (2012),
quien manifiesta que la acidez del mosto del
mate es de 0.54% este comportamiento se pre-
sentd debido al proceso de maduracioén del
fruto. Aguirre (2011) manifiesta que los °Brix
del mosto de la cafia de azlcar fluctuan entre
10 y 16, lo anterior demuestra que el mosto
del mate contiene una mayor concentracion de
solidos solubles en su material lignoceluldsi-
co, todo lo anterior repercutio en la obtencion
de un bioetanol de mate con 20.7 GL siendo
éste superior a lo que obtuvieron Vasquez y
Dacosta (2007), quienes manifiestan que en la
cafia de azucar se logran obtener Grados Gay
Lussac que varian entre 8 y 12.

Cuadro 2. Promedio de las variables analiza-
das en el experimento

Tratamientos Variables

° Brix Gay lussac Acidez
al*bl 15.10 833 ¢ 0.71 ab
al*b2 16.17 14.00 b 0.88b
al*b3 15.43 11.57 be 0.82 ab
a2*bl 15.00 12.17 be 0.87b
a2*b2 18.47 20.70 a 0.64 a
a2*b3 15.83 12.77 be 0.89b
Probabilidad 0.06 <0.001 0.01
Error estandar 0.76 1.16 0.05

a, b y ¢ letras 1guales en columnas no difieren

estadisticamente segun Tukey al 0.05 de pro-
babilidades de error.
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CONCLUSIONES

La hidrolisis acida al 5% efectuada a
la pulpa del mate logré desdoblar el material
lignoceluldsico de tal forma que permitid in-
crementar los azticares reductores al 13.82% y
reducir los azlcares totales al 13.86%.

El mayor grado de alcohol (20.70 GL)
primario se obtuvo aplicando una hidrdlisis
acida al 5% de acido sulftrico y 5 mL de leva-
dura S. cerevisiae.
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