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Presentacion

Hugo Romero Bonilla Ph.D.
Editor de la Revista Cientifica de Biotecnologia

La Revista Cientifica de Biotecnologia es una publicaciéon con periodicidad anual, arbitrada, pertene-
ciente a la Universidad Técnica de Machala, Ecuador. Entre sus principales objetivos se encuentran, el
impulsar la difusion de los avances cientificos y tecnolégicos relacionados con la bioingenieria, biome-
dicina, biocatdlisis, ingenieria bioquimica, biomateriales, bioprocesos, biotecnologia industrial, biolo-
gia molecular, nanobiotecnologia, biotecnologia vegetal, fermentaciones, bioenergia, biocombustibles,
biohidrégeno, biofertilizantes, bioeconomia, biotecnologia ambiental, quimica verde entre otros.

En el presente documento se publican articulos de divulgacidén, ensayos, apuntes técnicos, noticias
y actividades en estas areas del conocimiento. Todos los manuscritos se evalian sobre la base del rigor
metodoldgico, cientifico y los estandares éticos, por al menos dos revisores.

Dada la biodiversidad, la biomasa, los bioresiduos, la contaminaciéon ambiental, el potencial agro-
pecuario y bioenergético con que cuenta Ecuador y la Provincia de El Oro, asi como, la aparicion de
nuevos virus con sus variantes, enfermedades catastroéficas, las necesidades de mitigacién del cambio
climético y el calentamiento global, la sostenibilidad ambiental, industrial y socioeconémica del plane-
ta, este documento se convierte en una referencia obligada en nuestro pais, latinoamérica y el mundo
actual en las lineas de investigacién propuestas.

Esperamos cumplir con las expectativas de nuestros autores y lectores, asi como también, espera-
mos que los articulos publicados cuenten con un mayor aporte a los Objetivos de Desarrollo Sostenible
de la Organizacién de las Naciones Unidas que permita dar un giro al futuro incierto de la humanidad.
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RESUMEN

La inadecuada administracion de los residuos sélidos urbanos es un peligro
social. Analizando la combinacién de lixiviados de vertederos y residuos or-
ganicos logramos las condiciones éptimas para producir metano como fuente
de energia sostenible. Nos enfocamos en determinar la distribucién éptima
de lixiviado y materia orgdnica en cada biorreactor para maximizar la ge-
neracion de metano gracias a las reacciones de descomposicion anaerodbicas
en la metanogénesis. Logrando resultados eficientes con cada Biorreactor,
un claro ejemplo es el biorreactor Numero 1 donde obtuvimos la mayor efi-
ciencia. Estos avances tendran un impacto positivo en la gestion de residuos
solidos aportando una reduccion de la contaminaciéon al poder conocer las
condiciones éptimas de generacion del biogas en un entorno controlado, lo
cual impulsara la energia amigable en los sectores con exceso de desechos
contaminantes.

Palabras clave: Residuos Sélidos Urbanos (RSU), metanogénesis, contami-
nacion ambiental.

ABSTRACT

Inadequate management of urban solid waste poses a social hazard. Through
the analysis of the combination of landfill leachate and organic waste, we have
achieved optimal conditions for methane production as a sustainable energy
source. Our focus was on determining the optimal distribution of leachate and
organic matter in each bioreactor to maximize methane generation through
anaerobic decomposition reactions in methanogenesis. We achieved eficient
results with each bioreactor, with a prime example being bioreactor Number
1, where we obtained the highest eficiency. These advancements will have a
positive impact on solid waste management by contributing to a reduction in
environmental pollution. By understanding the optimal conditions for biogas
generation in a controlled environment, this research will drive the adoption
of eco-friendly energy solutions in areas burdened by excessive pollutant
waste.

Keywords: Urban Solid Waste (USW), methanogenesis, environmental po-
llution.
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INTRODUCCION

“La administracion de residuos so6lidos domiciliarios representa un gran pro-
blema creciente tanto ambiental como social en la actualidad, no solo afec-
tando a nuestra ciudad, provincia o pais, siendo este un fenémeno mundial.
En la Estrategia Ambiental Nacional (Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Me-
dio Ambiente [CITMA], s/f)”, desarrollada por el CITMA, “se identifican los
principales problemas que afectan el medio ambiente en cuba, entre los que
resalta la gestion ineficiente de los RSU, siendo esta una de las problematicas
que aparecen, también, en la Estrategia Ambiental de Ciudad de La Habana
(Ministerio De Ciencia & Ambiente, 2004)”.

“La creacion de rellenos sanitarios municipales aparece como respuesta
a la sobreproduccion de residuos sélidos que contaminan los alrededores,
mayoritariamente las areas urbanas, lo que produce impactos negativos en
el entorno y la calidad de vida dentro de las comunidades (Rodriguez et al.,
2005)".

“El tratamiento inadecuado que estos residuos reciben en los vertederos
sanitarios da como resultado la formacién de lixiviados, estos son liquidos
altamente contaminantes que en su mayor parte contienen una mezcla de
compuestos tanto orgadnicos como inorgdnicos, produciendo problemas a la
hora de su recoleccién disposicion y generando riesgos ambientales (Benton-,
2013)".

La desmesurada acumulacion de basura sin un control eficaz contribuye
a la propagacion de enfermedades transmitidas por vectores, generaciones
de gases de efecto invernadero y un deterioro del paisaje a nivel global. (Po-
hland & Harper, 1985).

Como solucién al problema en la administracién y gestiéon de lixiviados
en vertederos, se han explorado diversas estrategias para obtener beneficios
gracias al potencial biotecnolégico que puede producirse a partir del biogas
generado por los mismos lixiviados. El biogés, es conocido como una fuente
renovable y sostenible de energia amigable, se obtiene mediante la digestion
anaerdbica de la materia organica presente en los residuos, con el metano
como principal producto, obteniendo también otros subproductos beneficio-
sos (Themelis & Ulloa, 2007; Gémez & Filigrana, 2008).

El poder utilizar los lixiviados de vertederos como sustrato para la pro-
duccién de metano, es esta una forma de aprovechar dichos desperdicios y
mejorar la eficiencia en la generacién del biogds. Para conseguirlo, es pri-
mordial entender las condiciones operativas especificas, como lo son la com-
posicion de la mezcla, temperatura y pH, estos desempefan un papel funda-
mental en la produccion de metano (Themelis & Ulloa, 2007).
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El proceso de produccién de biogds se desarrolla en etapas anaerdbicas, que
incluyen la hidrélisis, la acidogénesis, la acetogénesis y la metanogénesis,
donde se forma el metano. Mantener condiciones anaerdbicas en todo el pro-
ceso es fundamental para el funcionamiento eficiente de las bacterias y ar-
queas involucradas. El control de la temperatura y el pH también es esencial
para garantizar un rendimiento éptimo (Camargo & Vélez, 2009).

El biogas resultante estd compuesto principalmente por metano (CH4),
que representa entre el 50% y el 75% en volumen, junto con diéxido de carbo-
no (CO2) en un rango del 25% al 45%. También contiene pequefias cantidades
de otros gases, como hidrégeno (H2), nitrégeno (N2), oxigeno (02), vapor de
agua y acido sulfhidrico (H2S) (Tobares, 2013).

En este contexto, la fermentacién metanogénica puede emplear diversas
materias primas organicas, incluyendo residuos vegetales, animales, agroin-
dustriales, forestales y domésticos. Estos residuos abarcan desde estiércol y
residuos de mataderos hasta residuos de pescado. Ademas del carbono y el
nitrégeno, el proceso requiere un equilibrio de sales minerales, que suelen
estar presentes en proporciones adecuadas en estiércoles y lodos cloacales
(Cortés Rangel, 2021).

El enfoque en la utilizaciéon de materia orgénica, en particular las heces
de vaca, busca optimizar la produccién de metano como biogas. Esta inves-
tigaciéon analiza los factores que influyen en la produccién de metano, los
métodos de andlisis de la composiciéon de las heces y las estrategias para
mejorar el proceso, con el objetivo de aprovechar al maximo este recurso
valioso y abordar eficazmente la gestién de residuos so6lidos en la actualidad.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio, evaluamos el potencial biotecnolégico de mezclar lixiviados
de relleno sanitario con heces de vaca mediante un proceso de fermenta-
cion anaerobia. Este proceso implica varias etapas en las cuales diversos
grupos microbianos desempefian un papel crucial. Cada grupo microbiano
utiliza los productos generados por el metabolismo de los microorganismos
responsables como sustrato. Cada uno de estos grupos tiene condiciones 6p-
timas especificas para su crecimiento y desarrollo adecuado. Es importante
destacar que el control cuidadoso de las condiciones globales de operacion
es esencial para permitir que todos los grupos microbianos estén activos
simultdneamente.

El equilibrio entre la velocidad de generacién de productos por un grupo
microbiano y la velocidad de consumo de esos productos por el siguiente
grupo en el proceso es clave para maximizar la produccién de metano y, en
ultima instancia, determinar el potencial biotecnoldégico de estas mezclas en
la generacién de gases.
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Para llevar a cabo este estudio, utilizamos biorreactores de tipo batch es-
tatico y un dispositivo de cromatografia de gases FID (Detector Ionizador
de Flama) F19790I1. Se emplearon frascos de 500 ml como biorreactores in-
dividuales, cada uno llenado con una mezcla especifica de heces de vaca y
lixiviados de rellenos sanitarios de la ciudad de Machala hasta alcanzar un
volumen de 300 ml.

Seleccion de la Tecnologia y Tipo de Biorreactor:

Con el objetivo de simular de manera fiel los procesos observados en los relle-
nos sanitarios y garantizar condiciones adecuadas en el laboratorio, se opté
por utilizar el siguiente sistema:

Sistema de Biorreactores de Tipo Batch Estatico: Se eligio este sistema
debido a su simplicidad y economia. En este enfoque, los biorreactores se lle-
naron con cuidado con las mezclas de lixiviados de relleno sanitario y heces
de vaca. Una vez completada la etapa de digestién, se analizaron los gases
resultantes utilizando el dispositivo de cromatografia de gases FID F19790II.

Se llevaron a cabo un total de seis experimentos diferentes, cada uno
utilizando una composicién de mezcla distinta en los biorreactores, todos
dentro de un entorno controlado.

Tabla 1. Composicién y Condiciones de Mezclas en los Biorreactores, 2023

maduro y joven 70/30) y 30% de heces
de vaca.

biente (25°C)

Biorreactor Composicion de Mezcla de Lixi- pH del Temperatura Dias
viados y Heces de Vaca Lixivia- (°C)
do
Biorreactor 1 70% de lixiviado (mezcla de lixiviados 7 Temperatura Am- 10

Biorreactor 2

70% de lixiviado joven y 30% de heces
de vaca.

Temperatura Am-
biente (25°C)

10

Biorreactor 3

60% de lixiviado maduro y 40% de
heces de vaca.

Temperatura Am-
biente (25°C)

10

Biorreactor 4

50% de lixiviado joven y 50% de heces
de vaca.

Temperatura Am-
biente (25°C)

Biorreactor 5

70% de lixiviado maduro y 30% de
heces de vaca.

Temperatura Am-
biente (25°C)

Biorreactor 6

50% de lixiviado joven y 50% de heces
de vaca.

Temperatura Am-
biente (25°C)

Para llevar a cabo este estudio, se realizaron recopilaciones separadas de
las fracciones de residuos, especificamente, se obtuvieron los lixiviados de
vertederos y las heces de vaca. Es importante destacar que se ajustaron los
niveles de pH utilizando acido citrico para alcanzar el pH éptimo de 7. Los
lixiviados de vertederos se recopilaron en un vertedero ubicado en Ceibales,
en la ciudad de Machala, mientras que las muestras de heces de vaca se re-
colectaron en las areas de la Facultad de Ciencias Agropecuarias.

La recoleccién de estas fracciones de residuos se realizé siguiendo pro-
cedimientos de recoleccién y almacenamiento, cuidadosamente disefiados y
aplicando préacticas adecuadas de manejo de muestras. Este proceso de re-
coleccién permitié asegurar que las fracciones de residuos se mantuvieran
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separadas y se conservaran de manera adecuada antes de su uso en los bio-
rreactores para la investigacion.

Tabla 2. Proporciones Méasicas en gramos(g) de Componentes en los Biorre-

actores, 2023

Biorreactor Lixiviado Joven (g) Lixiviado Maduro Heces de Vaca (g)
(g)
Biorreactor 1 63g 147g 90g
Biorreactor 2 210g O0g 90g
Biorreactor 3 0g 120g 180g
Biorreactor 4 150g O0g 150g
Biorreactor 5 0g 210g 90g
Biorreactor 6 150¢g O0g 150g

Las proporciones detalladas en la tabla representan las combinaciones espe-
cificas de componentes utilizadas en cada uno de los biorreactores de esta
investigacion. Estas proporciones fueron disenadas cuidadosamente para in-
vestigar el impacto de diferentes mezclas de lixiviado joven, lixiviado madu-
ro y heces de vaca en la produccién de metano.

Es importante destacar que el volumen total en cada biorreactor se man-
tuvo constante en 300 gramos, lo que garantiza una comparacion justa y pre-
cisa entre los diferentes experimentos. Las proporciones especificas reflejan
la variabilidad en la composicién de las mezclas y se seleccionaron con base
en los objetivos de este estudio.

Los resultados obtenidos de estos biorreactores proporcionaran informa-
cion valiosa sobre cémo las diferentes proporciones de componentes afectan
la generacion de metano, lo que contribuira al entendimiento de los procesos
de digestion anaerobia en sistemas similares a los rellenos sanitarios.

RESULTADOS

Tabla 3. Concentraciones de Metano y Di6xido de Carbono en Biorreactores
(Dias 1,2,3), 2023

Biorreactor Fecha Metano (%) Dioxido de carbono (%)
Biorreactor 1 22-25/08/2023 10.00 25.11
Biorreactor 2 22-25/08/2023 36.7 43.11
Biorreactor 3 22-25/08/2023 21 68.68
Biorreactor 4 22-25/08/2023 31.80
Biorreactor 5 22-25/08/2023 24.57
Biorreactor 6 22-25/08/2023 35

En la Tabla 3, se muestran los valores del pardmetro % Metano y % Dio-
xido de Carbono, evidenciando que el biorreactor 2 tuvo el mejor resultado
en relacion al metano.
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Tabla 4. Concentraciones de Metano y Didéxido de Carbono en Biorreactores
(Dias 4,5,6,7), 2023

Biorreactor Fecha Metano (%) Dioxido de carbono (%)
Biorreactor 1 25-29/08/2023 43.24 14.27
Biorreactor 2 25-29/08/2023 24.52 58.52
Biorreactor 3 25-29/08/2023 45.01 38.76
Biorreactor 4 25-29/08/2023 17.17 61.72
Biorreactor 5 25-29/08/2023 1.94 61.63
Biorreactor 6 25-29/08/2023 14.21 51.17

En la Tabla 4, se muestran los valores del pardmetro % Metano y % Di6-
xido de Carbono, evidenciando que el biorreactor 1 tuvo el mejor resultado
en relaciéon al metano.

Tabla 5. Concentraciones de Metano y Diéxido de Carbono en Biorreactores
(Dias 8,9,10), 2023

Biorreactor Fecha Metano (%) Dioxido de carbono (%)
Biorreactor 1 29-01/09/2023 72.15 19.62
Biorreactor 2 29-01/09/2023 71 21

Biorreactor 3 29-01/09/2023 62.6 78.91
Biorreactor 4 29-01/09/2023 51.04 42.72
Biorreactor 5 29-01/09/2023 - -

Biorreactor 6 29-01/09/2023 7.21 62.68

En la Tabla 5, se muestran los valores del pardmetro % Metano y % Did-
xido de Carbono, evidenciando que el biorreactor 1 tuvo el mejor resultado
en relacion al metano.

Tabla 6. Concentracion de Volumen en los Biorreactores (7 Dias) 2023

Fecha Biorreator 1 Biorreactor 2 Biorreactor 3 Biorreactor 4 Biorreactor 5
22/08/2023 400ml 500ml 300ml 200ml 1550ml
23/08/2023 600ml 550ml 450ml 400ml 200ml
24/08/2023 200ml 450ml 100ml 250ml 50ml
25/08/2023 200ml 500ml 200ml 300ml 250ml
26/08/2023 400ml 450ml 500ml 475ml 250ml
27/08/2023 700ml 250ml 100ml 450ml 200ml
28/08/2023 50ml 300ml 300ml 250ml 450ml

En la Tabla 6, se muestran los valores del volumen generado por los gases,
evidenciando que el biorreactor 2 tuvo el mejor resultado en relacién a la
eficiencia y produccion.
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DISCUSION

La variabilidad en las concentraciones de metano y diéxido de carbono en
los biorreactores se vuelve aiin més esclarecedora cuando consideramos la
composicién y las condiciones de mezcla de los sustratos.

En el primer muestreo, el biorreactor 2 mostré una concentracion signi-
ficativamente alta de metano, a pesar de recibir una cantidad sustancial de
heces de vaca. Esto podria explicarse por su mezcla de lixiviado joven, que
podria contener una comunidad microbiana més eficiente en la produccién
de metano. Ademas, el biorreactor 1, que también recibié heces de vaca,
mostré un aumento significativo en la concentracion de metano con respecto
al muestreo anterior. La mezcla de lixiviado maduro y joven (70/30) en este
biorreactor podria haber favorecido el crecimiento de microorganismos me-
talogénicos.

En el segundo muestreo, se observa una disminucion en la concentracion
de metano en el biorreactor 2, a pesar de recibir una cantidad constante de
heces de vaca. Esto podria sugerir cambios en la comunidad microbiana de-
bido a la introduccién de lixiviado joven en lugar de la mezcla 70/30 utilizada
anteriormente.

En el tercer muestreo, el biorreactor 1 continué mostrando una alta con-
centracién de metano, lo que podria estar relacionado con su mezcla de lixi-
viado maduro y joven. Sin embargo, el biorreactor 3, que recibié una mezcla
de lixiviado maduro y heces de vaca, mostré una concentracién de metano
significativamente mas baja en comparacién con los dos muestreos anterio-
res. Esto indica que la composicion de la mezcla puede tener un impacto
directo en la produccion de metano, y que una mayor proporciéon de lixiviado
maduro podria no ser beneficiosa en este caso.

Las condiciones de pH y temperatura en los biorreactores se mantuvieron
constantes en la mayoria de los casos, lo que sugiere que estos factores no
son la principal causa de las variaciones en la producciéon de metano obser-
vadas en los muestreos.

Respecto al volumen los datos de los biorreactores a lo largo de siete
dias muestran fluctuaciones significativas en los volimenes del gas. Cada
biorreactor tiene su propia dindmica de cambios en el volumen, lo que puede
indicar variaciones en los procesos de produccion o demanda. La estabilidad
del Biorreactor 2 sugiere un proceso de produccién mds controlado y el mas
eficiente, mientras que los cambios en otros biorreactores pueden indicar
desafios en la planificacién de la produccién y la necesidad de ajustes en los
flujos de entrada y salida para optimizar la eficiencia de produccion.
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CONCLUSION

El seguimiento de este estudio respalda la importancia critica de la composi-
cion de la mezcla de sustratos en la produccién de metano en biorreactores.
La mayor eficiencia en la produccién de metano se logré en el biorreactor que
utilizé una mezcla compuesta por un 70% de lixiviado maduro y un 30% de
heces de vaca en el tercer muestreo. Esto destaca la influencia significativa
de la proporcién especifica de lixiviado joven y maduro en la produccién de
metano.

Ademads, se destacd la adaptabilidad de las comunidades microbianas
en los biorreactores a lo largo del tiempo, lo que sugiere la capacidad de
estas comunidades para ajustarse a condiciones cambiantes. Sin embargo,
también se observaron fluctuaciones en la producciéon de metano en algunos
biorreactores, lo que destaca la importancia de un monitoreo continuo y la
optimizacion de las condiciones de operacién.

En cuestion del volumen obtenido los datos resaltan la necesidad de adap-
tarse a las fluctuaciones en la produccién y tomar medidas para optimizar la
gestién de los biorreactores, pero se obtuvo informacién muy valiosa.

En dltima instancia, estos hallazgos resaltan la importancia de la compo-
sicién de la mezcla de sustratos y el control de las condiciones de operacion
en la produccién de metano en biorreactores. Para lograr un rendimiento
optimo en la produccién de biogas, es esencial considerar cuidadosamente la
selecciéon de la mezcla de sustratos y realizar ajustes basados en un monito-
reo continuo.
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RESUMEN

El arsénico es un metaloide presente en el agua y estd asociado a la acti-
vidad de extraccién de metales preciosos como residuo, que puede migrar
facilmente al medio ambiente y representar un riesgo para la salud humana.
La exposicién prolongada al arsénico en el agua potable y fuentes de agua se
ha vinculado con canceres y enfermedades no cancerosas. Por otro lado, la
Pseudomona aeruginosa es una bacteria que ha demostrado adaptarse a di-
ferentes condiciones ambientales y puede utilizar una amplia gama de com-
puestos organicos como fuente de carbono y energia. El estudio se enfoca en
la capacidad de una solucion de P. aeruginosa para eliminar arsénico en so-
luciones de agua sintética. Los resultados indican que, después de tres dias
de exposicion, este tratamiento logroé reducir la concentracion de arsénico de
0.1ppm a 0.05ppm lo que sugiere un potencial efectivo para la eliminacién de
arsénico en aplicaciones practicas futuras.

Palabras clave: Biorremediacion, arsénico, Pseudomona, contaminacion.

ABSTRACT

Arsenic is a metalloid found in water and is associated with precious metal
extraction activities as a residue, which can easily migrate to the environ-
ment and pose a risk to human health. Prolonged exposure to arsenic in drin-
king water and water sources has been linked to cancers and non-cancerous
diseases. On the other hand, Pseudomonas aeruginosa is a bacterium that
has demonstrated its ability to adapt to various environmental conditions
and can utilize a wide range of organic compounds as a source of carbon
and energy. The study focuses on the capability of a P. aeruginosa solution
to remove arsenic from synthetic water solutions. The results indicate that,
after three days of exposure, this treatment successfully reduced the arsenic
concentration from 0.1 ppm to 0.05 ppm, suggesting effective potential for
arsenic removal in future practical applications.

Keywords: Bioremediation, arsenic, Pseudomonas, contamination.
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INTRODUCCION

Arsénico

El arsénico es un metaloide que se encuentra en promedio entre 2 y 5 mg/kg
en el suelo y estd asociado principalmente con rocas volcanicas y sedimen-
tarias en forma de compuestos inorganicos, es un elemento altamente toxico
que causa diferentes enfermedades (Salas et al, 2020). Se combina con otros
elementos como el oxigeno, el cloro o el azufre para formar compuestos de
As inorgénico y organico con hidrégeno o carbono. Asi, los compuestos de As
se pueden clasificar en 3 grupos: inorgénicos, orgadnicos y gas arsina. (Mag-
dalena Montalva Redon, 2016).

La distribucién y contaminacion del arsénico son causadas por procesos
naturales y provocados por el hombre, el problema es que migra facilmente
al medio ambiente. (Baird, C. 2018). Las altas concentraciones de arsénico
en el agua y el suelo se han convertido en un problema mundial porque la
exposicién prolongada a este tipo de metal puede causar severos dafios a la
salud. (Edelweiss Rangel Montoya, 2015).

La disponibilidad de metales pesados en el suelo y a los ecosistemas acua-
ticos y en relativamente menor medida a la atmdsfera en forma de particulas
o vapores. Un aumento en su uso en en la industria y la agricultura, asi como
en tecnologia e incluso en compuestos para uso doméstico resulté en una ma-
yor exposicién humana este elemento. (de la Torre et al, 2021). Actualmente
se acepta generalmente que la distribucién, movilidad, biodisponibilidad y
toxicidad de los elementos quimicos no dependen de su concentracién total,
sino mas bien de su forma quimica. (Juan José Vicente, 2010).

La exposicion al arsénico en el agua potable se ha relacionado con cance-
res de piel y viscerales, asi como con efectos no cancerosos como diabetes,
neuropatia periférica y enfermedades cardiovasculares (Barrera et al, 2020).
Las personas pueden estar expuestas al arsénico a través de: Inhalacidn, in-
gesta de alimentos y bebida de agua, especialmente en algunos lugares don-
de el agua contiene minerales que contienen arsénico. (Herrera et al, 2014).
Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gramnegativa que causa mu-
chas infecciones se asocian principalmente con el entorno hospitalario, el
potencial patogénico proviene de su produccion, una serie de factores de
virulencia, formacién de biopeliculas y resistencia antibiéticos; vive en una
variedad de ambientes, incluidos terrestres, acuaticos y animales, humano y
relacionados con las plantas. (Zurita, 2018).

Schroeter aislé por primera vez Pseudomonas aeruginosa de muestras
ambientales en 1872. Dado que las colonias de P. aeruginosa estan pigmenta-
das, el nombre de la especie proviene de la palabra (aeruginosa), que signi-
fica "color cobre oxidado", refleja el caracteristico color azul verdoso de las
colonias debido a produccién de pigmentos, este bacilo aerébico gramnegati-
vo es metabdlicamente muy versatil, capaz de utilizar més de 80 compuestos
organicos como fuente de carbono y energia. Es oxidasa positiva y puede
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crecer por encima de los 42°C, aunque las cepas se clasifican como estricta-
mente aerdbicas, algunas pueden crecer anaerobicamente desnitrificando o
fermentando compuestos como la arginina o el piruvato. (Lidia Ruiz Marti-
nez, 2007).

Segun Yosuke Tashiro et al (2013) P. aeruginosa causa enfermedades en
plantas y animales. Por lo tanto, se sabe que esta bacteria es muy adaptable
y tiene diferentes caracteristicas fenotipicas que le permiten vivir en dife-
rentes condiciones ambientales".

Segun Wibowo et al (2020) Pseudomonas aeruginosa es un patégeno hu-
mano oportunista que causa infecciones agudas y cronicas devastadoras en
personas inmunodeprimidas. Su notable persistencia en entornos clinicos se
debe a su capacidad para formar biopeliculas resistentes a los antibioticos.

En cuanto al tratamiento de este metal pesado, existen estudios globales
donde los microorganismos juegan un papel fundamental. Debido a su expo-
sicién y a los compuestos derivados de Arsénico hay una presion selectiva
para que los microorganismos adquieran diversos sistemas de tolerancia al
metal. (Serrato y Cervantes, 2017). Dentro de los estudios de remocién de
metales pesados se encontré que la P. aeruginosa puede remover en su tota-
lidad y tolerar As en altas concentraciones. (Layza & Polo, 2018).

El objetivo de esta investigacion es determinar los niveles de remocion
de arsénico en solucién acuosa sintética mediante el tratamiento con una
solucién bacteriana de Pseudomonas Aeruginosa a condiciones controladas
de laboratorio para establecer un precedente en investigaciones con aplica-
ciones practicas a futuro.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Pseudomonas aeruginosa

Se tomd muestras de lodo del estero El Macho, ubicado en la cuidad de Ma-
chala, Ecuador. Se us6 el lodo como indculo para cultivar en agar cetrimide
como medio de cultivo selectivo. Los indculos fueron preparados diluyendo
un gramo de muestra de lodo en 100 ml de agua destilada y agitados a 100
rpm durante 30 minutos para homogeneizar la soluciéon. Luego de agitar se
tomé 1ml de la solucion y se diluyé en 9 ml de agua destilada. Se homogenizé
la solucion de 10ml y se toma 1ml para inocular en una caja Petri preparada
con agar cetrimide, se realiza la siembra en 3 cajas Petri en total. Se incubd
en una estufa las cajas a 45°C durante 3 dias hasta observar un crecimiento
bacteriano notable.
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Figura 1 Aislamiento e incubacion de Pseudomonas Aeruginosa

Incubacion en caldo enriquecido

Se prepar¢ el caldo enriquecido en un matraz esterilizado de 500 ml y se
mezcla 2g de polvo de caldo de gallina con 200 ml de agua destilada. Se lleva
a ebullicién al caldo durante 5 minutos y se vierten en recipientes estériles
de vidrio de 15 ml.

Luego, con un ansa se realizé la siembra en el caldo enriquecido de las
cajas con agar selectivo, se realiza un raspado superficial en un ambiente es-
téril y se siembra en el medio liquido. Los recipientes que contienen el caldo
enriquecido y el inéculo se conservo a 45 °C durante 3 dias.

Mezcla con arsénico
A partir de una solucién patréon de 10 ppm de As se prepara una solucion de
0.2 ppm de As con agua destilada.

Después se toman 15 ml de la solucién de As a 0.2 ppm y se mezcla con 15
ml del cultivo enriquecido en recipientes estériles. Se toma en cuenta que al
diluir 15 ml de la solucién 0.2 ppm de As con 15 ml de caldo enriquecido la
concentracion de arsénico baja a la mitad teniendo una concentracion inicial
nueva de 0.1 ppm.

Se incuba la mezcla en la estufa a 45 grados Celsius durante 3 dias.
Determinacion de arsénico

Se utilizé un test de arsénico MQuant® siguiendo las especificaciones y pro-
cedimiento recomendado por el fabricante.
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Figura 2 Test de arsénico MQuant®

RESULTADO Y DISCUSION

Se diluy6 la muestra inicial de As 0.2 ppm a una concentraciéon de 0.1 ppm y
se midio con el test de As, corroborandose que efectivamente se encontraba
a esa concentracion mediante la colorimetria del test. Mientras que, al medir
los niveles de arsénico del agua con el tratamiento de pseudomonas se obtu-
vo una lectura de 0.05 ppm.

Figura 3 Determinacién de arsénico en muestra usando el test de arsénico

Figura 4 Resultados del test de arsénico del patrén inicial y el agua tratada respectivamente.
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Teniendo en cuenta que la concentracion total de As en el agua antes del
tratamiento fue de 0.1 ppm y que la concentracion final de As después del
tratamiento fue de 0.05 ppm se puede inferir que el tratamiento tiene una
efectividad del 50% de reduccién de As después de 72 horas de accion de las
pseudomonas.

iy Co— G
%Remocion = C - 100%
0

0.1ppm — 0.05ppm
%Remocion = ppOTZWPP 100%

%Remocion = 50%

Es importante saber también que existe un error de medicién implicito en la
medicion de arsénico, sin embargo, no es tomado en cuanta debido a la falta
de esta informacién proporcionada por el fabricante del test de arsénico.

Mientras que otros estudios muestran una capacidad de remocién de
As del 60% (Pellizari et al., 2015) despues de largos tiempos de aplicacién,
mientras que el actual estudio muestra un tiempo de aplicaciéon de 3 dias y
muestra rsultados cercanos al obtenido por los autores anteriormente cita-
dos. Esto puede deberse a que la carga bacteriana inoculada dentro del agua
sintética fue alta en relacion a la cantidad de arsénico que se utilizé como
inicio de experimentacion que fue de 0.1 ppm.

CONCLUSION

El tratamiento de una solucién acuosa de arsénico con una soluciéon bacte-
riana de Pseudomonas aeruginosa es posible y muestra una reduccién en la
concentracién del metal pesado en condiciones controladas de temperatura
y tiempo de accion.

El potencial oxidativo del tratamiento con Pseudomonas de arsénico en
agua es grande y ha demostrado tener una eficiencia de al menos el 50% de
remocion de As durante tres dias de tratamiento demostrando la posibilidad
de dar paso a la experimentacion local en muestras de agua de cuerpos hi-
dricos con altas concentraciones de arsénico y poder estudiar métodos de
biorremediacién con Pseudomonas Aeroginosa aplicables a escala real.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién se enfocé en el desarrollo de una bebida
lactea a base de pulpa de pifa, el cual tuvo como objetivo, evaluar las carac-
teristicas sensoriales de la bebida, y la influencia de los diferentes tratamien-
tos planteados; se aplicaron formulaciones porcentuales de pulpa de pifia en
tres niveles: (10, 15 y 20%) y el porcentaje de sacarosa en dos niveles: (8 y
10%), se obtuvieron tres tratamientos para determinar cudl presenta mejo-
res caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas. Se valoraron pardmetros
fisicoquimicos como: pH, acidez, y °Brix para cada tratamiento, en intervalos
de tiempo después del envasado al primero, octavo y quinceavo dia. Al final
del almacenamiento de quince dias se realizé un andlisis de aceptabilidad
sensorial en el Cantén Tosagua a 30 catadores no entrenados. A estos resul-
tados, se les aplic6 la prueba de Friedman. Se determiné que los tratamien-
tos estudiados se encuentran dentro de los parametros que exige la Norma
Técnica Ecuatoriana INEN 2395: 2011, y también se evidencié que el mejor
tratamiento fue el que tenia composicion de pulpa de pifia natural al 20% y
sacarosa al 10%, dichas formulaciones porcentuales favorecieron a que el
producto desarrollado presentara mejor estabilidad durante el proceso y a
su vez mejor aceptacion durante la evaluacién sensorial.

Palabras clave: sacarosa, parametros fisicoquimicos, pifia, aceptabilidad
sensorial.

ABSTRACT

The present research work focused on the development of a pineapple
pulp-based milk beverage, the objective of which was to evaluate the sensory
characteristics of the beverage and the influence of the different treatments
proposed; percentage formulations of pineapple pulp were applied at three
levels: (10, 15 and 20%) and the percentage of sucrose at two levels: (8 and
10%), three treatments were obtained to determine which had the best orga-
noleptic and physicochemical characteristics. Physicochemical parameters
such as pH, acidity and °Brix were evaluated for each treatment at intervals
after packaging on the first, eighth and fifteenth day. At the end of the fif-
teen-day storage period, a sensory acceptability analysis was carried out in
Cantén Tosagua with 30 untrained tasters. The Friedman test was applied
to these results. It was determined that the treatments studied were within
the parameters required by the Ecuadorian Technical Standard INEN 2395:
2011, and it was also found that the best treatment was the one with a 20%
natural pineapple pulp composition and 10% sucrose; these percentage for-
mulations favored the product developed to present better stability during
the process and better acceptance during the sensory evaluation.

Keywords: sucrose, physicochemical parameters, pineapple, sensory accep-
tability.



Evaluacion sensorial de una bebida lactea fermentada a base de pifia (Ananas Comosus L.)

INTRODUCCION

La pifia es proveniente de Sudamérica, concretamente de Brasil, es el fruto
de la plata conocida como Anands, que para los indigenas significa “fruta
excelente”. El cultivo de pifia en Ecuador, esta favorecido, debido a las pro-
piedades que tiene este para adaptarse a las condiciones geograficas (Pinto,
2012). En Ecuador, la pina es consumida en los hogares o empresas dedica-
dos a comercializar productos a base de pina (Trujillo, 2021). En la actuali-
dad, se ha evidenciado mediante investigaciones que las bebidas lacteas a
base de pifia, constituyen una innovacion para la industria lactea. Por otra
parte, estudios indican que el yogur es capaz de proporcionar a sus consu-
midores diversos efectos benéficos como regular el tracto gastrointestinal y
mejorar el metabolism o (Garcia, 2011). Las bebidas fermentadas, son aque-
llas que en su proceso de elaboracion existe una fase de fermentacion, en la
cual el azlcar se transforma en alcohol usualmente con producciéon de gases
(Herrera, 2011). Las bacterias &cido lacticas (BAL), son microrganismos que
tienen diversas aplicaciones, siendo una de las principales la fermentacion
de alimentos como la leche, carne y vegetales para obtener productos com o
el yogur, quesos, encurtidos, embutidos, ensilados, etc (Ramirez et al., 2011).
Ademads, las BAL favorecen la biopreservacion de los alimentos, mejoran las
caracteristicas sensoriales como el sabor, olor, textura y aumentan su cali-
dad nutritiva. El yogur es producido por fermentacion 4cido lactica de la lac-
tosa en la leche por bacterias como Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophillus, las acciones sinérgicas de estas contribuyen a una textura
especifica, composicion y propiedades sensoriales del yogur (Hashemi et al.,
2015).

Las bacterias del yogur ayudan a prevenir los resfriados debido a que
potencian el sistema inmunitario, sobre todo en los nifnos (Kellow, 2007).
Durante los procesos de transformacion de la leche, se generan cambios a
nivel fisico y quimico que modifican las caracteristicas de apariencia, olor,
textura, sabor y aroma, convirtiéndose el analisis sensorial en una de las
principales herramientas para la caracterizacion y control de calidad de los
productos lacteos (Zuluaga, 2017).

El objetivo de la investigacion fue evaluar las caracteristicas sensoriales
de una bebida lactea fermentada a base de pulpa de pina.

METODOLOGIA

La elaboracion de los tratamientos se llevé a cabo de manera artesanal en
Portoviejo, Ecuador. La bebida se elaboré empleando leche descremada con
un porcentaje de grasa del 3 % y pulpa de pifia 100 % natural sellada al vacio,
se utilizo gelatina sin sabor como estabilizante y el cultivo ABY-3 de la marca
CHR Hansen. Para la elaboracion de la bebida lactea fermentada a base de
pifia, se realizaron tres tratamientos; el tratamiento uno (T 1) consta de 10 %
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pulpa de pifia con 8 % sacarosa, tratamiento dos (T2) de 15 % pulpa de pina
con 8 % sacarosa y el tratamiento tres (T3) de 20 % pulpa de pifia con 10 %
sacarosa. Cada tratamiento contenido en un volumen de 1 L de leche descre-
mada. La Tabla 1, plantea la formulacién que se tomo en cuenta para realizar
cada tratamiento donde, se tomaron en cuenta distintas concentraciones de
sacarosa y pulpa de pifia para determinar la interacciéon de estas variables
durante el proceso.

Tabla 1. Formulaciones de los tratamientos para la bebida fermentada de es-

tudio.
Ingredientes (%)
Tratamientos Leche Pulpa Sacarosa Cultivo Estabilizante
T1 81,5 10 8 0,2 0,3
T2 76,5 15 8 0,2 0,3
T3 81,5 20 10 0,2 0,3

La metodologia consistié en verter cada litro de leche descremada en reci-
pientes de acero inoxidable, luego se procedié a llevarlos a la estufa para su
pasteurizacion midiendo la temperatura cada 3 minutos. Cuando la leche en
proceso de pasteurizacion alcanzé los 50 °C se le afiadié una mezcla de saca-
rosa y gelatina sin sabor como estabilizante establecido en la Tabla 1, hasta
alcanzar los 85 °C donde se mantuvo esta temperatura durante 15 minutos.
Posteriormente, se procedié a llevar los recipientes a bafio maria que conte-
nia agua fria y trozos de hielo, para realizar el respectivo choque térmico,
hasta que la mezcla disminuyera a 41 °C. Cuando alcanzdé esta temperatura,
se inoculd con el cultivo ABY-3 (especies de Bifidobacterium animalis spp
lactis BB-12, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus, Lacto-
bacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus) de la marca CHR Hansen, en base a
las especificaciones del fabricante que consistian en anadir el cultivo direc-
tamente al producto pasteurizado mientras se agitaba suavemente durante
un periodo de 10 a 15 minutos para distribuirlo homogéneamente. Durante
un periodo de 4 horas, la bebida se fermento y se conservé en un recipiente
de acero que contenia agua a 44 °C. Transcurrido este tiempo, fueron ex-
traidos de la tina de acero los tratamientos para llevarlos a refrigeracién a 4
°C durante 12 horas, y se realizé el corte de cuajo, se mezclo la base lactea
probidtica con la pulpa de pifa en las distintas proporciones establecidas.
Posterior a ello, se envasé cada uno de los tratamientos en 10 botellas de 100
ml, la cuales se utilizaron para realizar los andlisis de las caracteristicas
fisicos - quimicas al primero, octavo y quinceavo dia. Se procedié a realizar
nuevamente los tratamientos para almacenarlos en galones de 1 L, mismos
que serian utilizados en la evaluacién sensorial para ofrecer al grupo de ca-
tadores no entrenados. Los andlisis de los parametros fisicoquimicos, fueron
realizados en el laboratorio de Procesos Quimicos de la Universidad Técnica
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de Manabi, ubicado en la ciudad de Portoviejo - Ecuador, evaluando los pa-
rametros fisicoquimicos de pH inicial y final de las bebidas, pH de la pulpa,
acidez titulable de las bebidas y de la pulpa y °Brix.

Determinacion de Acidez Titulable

Pulpa: para la determinacién de la acidez titulable de la pulpa de pifa, se
realizé una dilucién 1:2 de la pulpa en agua destilada, se anadieron cuatro
gotas de fenolftaleina y se titulé con una solucién de hidréxido de sodio 0,1N.
El resultado se expresa como porcentaje de acido citrico (m Eq = 0,192).
Bebida: la metodologia consistié en medir 9 ml de la muestra en un vaso pre-
cipitado, afiadiéndole cinco gotas de Fenolftaleina; seguidamente se tituld
con Hidroéxido de Sodio (NaOH) 0,1N hasta el cambio a color rosa. (Instituto
Ecuatoriano de Normalizacién, 2012). El resultado se expresa como porcen-
taje de acido lactico (m Eq = 0,09). La acidez titulable se determind por tri-
plicado para establecer un promedio de las réplicas de cada tratamiento y
determinar el coeficiente de variacién.

% De acidez = — 100

Determinacion de Grados Brix

Los °Brix, se determinaron empleando un refractometro manual de marca
Beer Refractometer (RHB-32SG) a 30 °C (Instituto Ecuatoriano de Normali-
zacion, 1985).

Determinacion de pH: para la medicién del pH se emple6 un pH-metro di-
gital Portatil de marca ATC. Para esto, se sumergio el extremo en 18 ml de
muestra contenido en un vaso precipitado, durante 1 min con el objetivo de
estabilizar la lectura de dicho resultado (Instituto Ecuatoriano de Normali-
zacion, 2013).

La evaluacién sensorial, se llevd a cabo en el Cantén Tosagua en la Pro-
vincia de Manabi, Ecuador, haciendo una minuciosa seleccion de 30 catado-
res no entrenados de ambos sexos, correspondientes a un rango de edad de
entre 20 a 45 afnos. Cada catador, recibié las muestras de los tres tratamien-
tos realizados en vasos plasticos (25 g cada uno), se les brind6 también un
vaso de agua (30 g) para eliminar sabores restantes entre muestras. Pos-
terior a esto, los catadores seleccionados fueron sometidos a la evaluacién
sensorial mediante una escala hedodnica de cinco puntos, donde plasmaron su
calificacién basdndose en la percepcién de cada muestra. El procedimiento
fue realizado una sola vez, en este caso se presentaron varias muestras y se
solicito a los jueces que lo califiquen u ordenen por orden de preferencia y se
suma los rangos para cada muestra, los resultados de estas variables categé-
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ricas obtenidas de esta evaluacion sensorial se interpretaron con la prueba
de Friedman, que es una prueba no paramétrica desarrollado por el econo-
mista Milton Friedman, que se utiliza para varias muestras relacionadas, el
método consiste en ordenar los datos por filas o bloques, reemplazdndolos
por su respectivo orden (Quispe et al.,, 2019). A continuacién, se detalla la
escala hedonica en la Tabla 2.

Tabla 2. Escala Hedonica

Valores de la tabla heddnica

Me disgusta mucho

Me disgusta

Me es indiferente

Me gusta

[S200 BN BIOVHN I NSO o

Me gusta mucho

Fuente: (Diaz, 2020)

En cambio, para las variables numéricas se utiliza el andlisis ANOVA con el
fin de probar la importancia de los factores y sus interacciones, al comparar
las medias con la estimacién de los errores experimentales en niveles de
confianza especificos, siendo la estadistica F el resultado de este andlisis
donde muestra la diferencia entre la varianza dentro del grupo y la varianza
entre grupos, lo que finalmente produce la cifra que permite concluir que la
hipotesis nula es aceptada o rechazada, en caso de existir diferencia signifi-
cativa entre los grupos, la hipdtesis nula no es compatible y la estadistica F
serd mayor.

La prueba F, se compara el valor calculado con el valor de la tabla Fisher,
con un nivel de confianza de un 95%, el cual indica que el pardmetro a esti-
mar se encuentra en dicho intervalo de confianza estadisticamente y un nivel
de confianza de 0,05; lo que indicara el 5% de riesgo de cometer un error en
la hipodtesis.

RESULTADOS

Analisis e interpretacion de los resultados

Caracterizacion de pulpa de pina

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la caracterizacion fisicoquimica
de la pulpa de pifia utilizada en el desarrollo de la bebida, valores que se
encuentran dentro de los requisitos de la NTE INEN 2337: 2008 para Jugos,
pulpas, concentrados, néctares, bebidas de frutas y vegetales.

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de la pulpa de pifia.

Peso: 450g
Ph: 3
°Brix: 10

Acidez: 0,344 %
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Caracterizacion de bebida lactea fermentada a base de pulpa de pina
En la Tabla 4, se muestran los resultados de la caracterizacion fisicoquimica
de los tres tratamientos tomados al primer, octavo y quinceavo dia de pro-
cesado y envasado, donde T1: 10% pulpa de pifia con 8 % sacarosa; T2: 15 %
pulpa de pifia con 8 % sacarosa y T3: 20 % pulpa de pifia con 10 % sacarosa.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de cada tratamiento (dia 1, dia 8 y

dia 15).
Tratamientos Parametros Dia 1 Dia 8 Dia 15

Acidez (%) 1,36 1,16 0,983

T1 °Brix 15 15 15
pH 4 4 4
Acidez (%) 0,99 0,94 0,916

T2 °Brix 15 15,1 15,5
pH 4 4 4
Acidez (%) 1,137 1,06 0,973

T3 °Brix 15,5 16 17
pH 4 4 4

De acuerdo a los valores reflejados en la Tabla 4, se observa que varian en
el transcurso de los dias, en el caso del pH no hubo diferencia, ya que cada
uno de los tratamientos obtuvo el mismo valor en los distintos dias en los
que se realizaron las mediciones. Mientras que, los valores de 2Brix en los
todos tratamientos tuvieron diferencias en el periodo en que se llevd a cabo
el procedimiento.

Se comprobaron que los valores de los pardmetros fisicoquimicos de pH
y acidez no fueron estadisticamente significativos con un nivel de confianza
del 95% (p<0,05) a excepcion de los grados Brix que presentan diferencias
significativas en sus tratamientos; determinando estos resultados a través
de un andlisis de varianza de dos factores con una sola muestra por grupo,
los cuales se reflejan en la Tabla 5.

Tabla 5. ANOVA parametros fisicoquimicos.

Parametros Suma de gl Media F Sig.
cuadra- cuadratica
dos
Tratamientos 0,00 2 0 65535 0,00
Dias 0,00 2 0 65535 0,00
pH
Error 0,00 4 0
Total 0,00 8 0
Tratamientos 0,072 2 0,036 5,910 0,064 ns
Dias 0,063 2 0,032 5,185 0,077 ns
Acidez
Error 0,024 4 0,006
Total 0,159 8
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Tratamientos 2,34 2 1,168 7,728 0,04 *

Dias 0,70 2 0,351 2,324 0,21 ns
Brix

Error 0,60 4 0,151

Total 3,6422 8

ns: No existe diferencia significativa

*: Existe diferencias significativas

**. Existen diferencias altamente significativas

En la Figura 1 se aprecia que, en el transcurso del procedimiento, el pH es
constante con respecto al tiempo de almacenamiento para cada uno de los
tratamientos, puesto que al realizar la toma de muestras en el primero, oc-
tavo y quinceavo dia, en los resultados no se observa alteracién del pH en
ningin momento, puesto que todos los tratamientos denotan valores de 4 en
el pH, con esto se asegura que las muestras no contiene microorganismos pa-
tégenos, debido a que en un medio con pH inferior a 4.5 estos no sobreviven.

Medias marginales estimadas de Muestra
Tratamientos
1
=2
—=3

Medias marginales estimadas
-
8

1 8 16

Dias
Figura 1. Variacion del pH.

En base a la Figura 2, se obtienen los resultados del comportamiento de la
acidez, en donde se detalla la incorporacién de sacarosa y pulpa de pifa,
observando el mayor porcentaje de acidez en el tratamiento uno, asi mismo,
la dism inucién en funcién al tiempo dentro de los tres tratamientos. Al quin-
ceavo dia se tiene la disminucién de todos los tratamientos a valores inferio-
res 1,00% de acidez. Dando con estos valores a que, la madurez sera el factor
que determinarda que tan bien se almacenard la fruta y su sabor.
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Medias marginales de Muestra

140 Tratamientos
=]
—2
—0

Medias marginales estimadas

20

Dias
Figura 2. Comportamiento de la acidez.

En la Figura 3, se expone el comportamiento de los grados °Brix en los tra-
tamientos planteados, el mejor tratamiento en cuanto a °Brix, fue el tercer
tratamiento, guardando relacién a que contiene 10% de sacarosa y 20% de
pulpa, con lo cual genera un valor mayor en el comportamiento de °Brix con-
forme el tiempo de almacenamiento.

Medias marginales estimadas de Muestra

17,00 Tratamientos
=1
—
/ o
16,50

16,00 /
- /

15,00

Medias marginales estimadas

1 8 15

Dias

Figura 3. Comportamiento de °Brix.

Basandose en los resultados de la evaluacién sensorial que consta de cinco
parametros: aceptabilidad, consistencia, sabor, acidez y aroma, se aplicé la
prueba no paramétrica de Friedman para determinar cudl de los tres trata-
mientos estudiados presentd mayor aceptabilidad en el consumidor. En la
Tabla 6, se expone los subconjuntos homogéneos segin Friedman para el
parametro sensorial de aceptabilidad, denotando que el T3 posee los mejores
valores en comparacion con os otros tratamientos.
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Tabla 6. Subconjuntos homogéneos segun Friedman p<5 % para la prueba de aceptabilidad

Tratamientos Subconjunto
1 2
T1 1,55
T2 1,92
T3 2,53

La prueba de Friedman para el pardmetro consistencia, plantea mediante
los subconjuntos homogéneos (Tabla 7), que el tratamiento uno (T1) posee un
valor de consistencia significativo versus el tratamiento dos y tres.

Tabla 7. Subconjuntos homogéneos segin Friedman p<5 % para consistencia.

Tratamientos Subconjunto
1 2
T1 1,60
T2 2,05
T3 2,35

En la Tabla 8, se muestran los valores de los subconjuntos del pardmetro
sabor segun la prueba Friedman, evidenciando que el tratamiento tres (T3)
tuvo el mejor resultado.

Tabla 8. Subconjuntos homogéneos segun Friedman p<5 % para sabor.

Tratamientos Subconjunto
1 2
T1 1,53
T2 2,03
T3 2,43

Los subconjuntos homogéneos del parametro sensorial acidez (Tabla 9), de-
nota que los mejores calificados en cuanto a este pardmetro sensorial son los
tratamientos dos y tres.

Tabla 9. Subconjuntos homogéneos segun Friedman p<5 % para acidez.

Tratamientos Subconjunto
1 2
T1 1,73
T2 2,13
T3 2,13

La Tabla 10 expone los valores de los subconjuntos del pardmetro aroma,
donde el tratamiento mejor calificado fue el T3 con un valor de 2,22.
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Tabla 10. Subconjuntos homogéneos segtin Friedman p<5 % para aroma.

Tratamientos Subconjunto
1 2
T1 1,78
T2 2,00
T3 2,22

DISCUSION

En la Tabla 4 se exponen los valores obtenidos de los andlisis del parametro
fisicoquimico de acidez, donde se plantea que la bebida lactea fermentada
del tratamiento tres (T 3) a los 15 dias de elaborado, posee una acidez de
0.973 %, determinando que el tratamiento se encuentra dentro de los valores
de Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2395: 2011; para leches fermentadas
se establece que el rango minimo de acidez es 0.6 % y el maximo 1.5 %, para
yogures tipo 1, 2 o 3. En la tabla 4, se describen los valores del analisis fisi-
co - quimico realizado a los 15 dias de elaborado el producto, entre ellos se
encuentran los valores de pH de la bebida lactea fermentada, donde, com-
parando el dia 1 con el dia 8, no existe variaciéon de pH entre tratamientos,
manteniéndose con pH 4. De acuerdo con Schmidt et al. (2012), el rango de
pH entre 4,0 y 4,4 se considera mas cercano al ideal para yogur, ya que el
producto en este intervalo de pH no presenta un sabor demasiado amargo o
agrio.

De acuerdo a la investigacion realizada por Diaz et al. (2004) indican que
el pH y la acidez en el yogur, estan relacionados de manera inversamente
proporcional; es decir, que a mayor acidez menor pH. Por lo tanto, durante
la elaboracion del yogur, se debe considerar el pH de la fruta, ya que este
debe ser aproximado al del yogur, para evitar la sobre acidificacién. Por ello,
se establecidé mediante un analisis fisicoquimico realizado a la pulpa de pifia
utilizada que constaba de un pH de 3, aproximado al valor de pH de los tra-
tamientos ejecutados. Ademas, segun el Instituto Ecuatoriano de Normaliza-
cion (2008) establece que la pulpa de pifia debe poseer un contenido minimo
de 2Brix de 10 y un pH inferior a 4,5. Por lo que, se corroboré que la pulpa de
pifia utilizada es apta, al encontrarse dentro del limite de °Brix permitidos
en la norma. Segun Balcdzar (2011), una acidez menor con pH mayor a 4,6
influye desfavorablemente en la consistencia del yogur, un pH igual o menor
a 4,6 ayuda a la hidratacion de proteinas en el yogur. Mientras que Mestres
et al. (2004) indica que un pH comprendido entre 4 y 4.6, favorece a la hidra-
taciéon de las proteinas; por consiguiente, se obtiene un yogur de aceptable
consistencia. Sin embargo, un yogur con un pH mayor a 4.6 genera un yo-
gur de consistencia desfavorable; mientras que un pH menor a 4 favorece la
contracciéon del codgulo del yogur lo que le confiere una tendencia a sufrir
sinéresis.

Un estudio realizado por Ayala (2012), determiné que las formulaciones
que contenian 10 % de sacarosa presentaron mayor estabilidad a lo largo
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del tiempo que aquellas que integraban tinicamente el 8 % de sacarosa; por
lo cual, se comprobd que la sacarosa ejerce cierto efecto conservante en el
producto. Por otra parte, el Instituto Ecuatoriano de Normalizacién (2011)
plantea que el limite minimo de 2Brix para leches fermentadas es de 12, no
establece limite maximo. Por lo tanto, se puede decir que los tratamientos se
encuentran dentro de lo establecido en la norma INEN 2395: 2011, ya que al
quinceavo dia el T 1 posee un °Brix = 15, T2 con 15,5y T3 con 17. La prueba
de Friedman, determiné en base a los resultados de la evaluacién sensorial
que el mejor tratamiento fue el T 3 (20 % pulpa de pifna, 10 % sacarosa, 0.3 %
estabilizante y 0.2 % de cultivo), debido a que presenta mejor estabilidad fisi-
coquimica en comparacion con el resto de tratamientos. Estudios realizados
por Costa (2003) demuestran que la gelatina controla la consistencia del yo-
gur mejor que otros estabilizantes como la pectina y el almidén. Con el resul-
tado del andlisis de varianza se logré obtener que la pulpa de pifia presenta
diferencias significativas por efecto de los tratamientos (%sacarosa/%pulpa),
con respecto a los °Brix determinados, de acuerdo a la separacion de medias
con la prueba DMS (Diferencias Minimas Significativas) se establece que
existe menor contenido de °Brix en el tratamiento uno.

CONCLUSIONES

Se determind que todos los tratamientos ejecutados se encuentran dentro de
los pardametros que exige la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2395: 2011,
sin embargo, se estableci6 que el mejor tratamiento fue el T3, debido a su
composicion de 20 % de pulpa de pina natural y 10 % de sacarosa contribuyo
a mejorar la estabilidad durante el proceso y aceptaciéon en la evaluacion
sensorial. Se comprobd que los pardmetros fisicoquimicos analizadas en los
tratamientos no presentan diferencias estadisticas significativas, lo cual, se
debe a que el pH no es influenciado por la presencia de acido citrico pre-
dominante en la pulpa de fruta por la presencia de sacarosa, la que ofrece
cierto conservante en el yogur, de tal manera que mantuvo un pH estable.
Finalmente se demostré que en los tratamientos analizados las diversas con-
centraciones de pulpa de pifia, no influyeron significativamente en los niveles
de acido lactico, debido a que la cantidad de sacarosa agregada disminuye la
acidez; por ende, los tres tratamientos poseen valores de acidez dentro de los
limites de la NTE INEN 2395: 2011.
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RESUMEN

En los ultimos afios, la demanda de combustibles fésiles ha ido en aumento
y esto ha generado una escasez en las reservas mundiales lo que limita el
crecimiento econdémico; ejemplo de ello es Tocache, una de las provincias
mas aisladas y pobres del Pert. En este estudio se aborda el uso de residuos
lignoceluldsicos como la cascara de cacao para generar biocombustible, cuyo
objetivo es comparar los resultados experimentales con los obtenidos de la si-
mulacion. Asimismo, se realizaron los procesos de pretratamiento, hidroélisis
enzimatica y fermentacion en la Universidad Técnica de Machala. El Machine
Learning se realizé con el software Orange, el cual se basé en los datos y las
variables experimentales halladas previamente. El mejor resultado corres-
ponde al método Random Forest, con el que se obtuvo una precision con el R2
(0.83). Por consiguiente, la glucosa predicha fue 1.04 g/L y la cantidad éptima
de alcohol etilico fue 5.34 g / L. Los resultados demuestran que el alcohol
etilico simulado se aproxima al hallado experimentalmente (7.1 g/L) y a otros
estudios realizados previamente. Finalmente, el uso de Machine Learning es
menos costoso y los resultados se pueden obtener en el menor tiempo posible
en comparacion con los procedimientos experimentales.

Palabras clave: Bioetanol, cascara de cacao, fermentacién, hidroélisis Enzi-
matica, aprendizaje automatico.

ABSTRACT

In recent years, the demand for fossil fuels has been increasing and this has
generated a shortage in world reserves, which limits economic growth; An
example of this is Tocache, one of the most isolated and poorest provinces in
Peru. This study deals with the use of lignocellulosic residues such as cocoa
husks to generate biofuel, whose objective is to compare the experimental
results with those obtained from the simulation. Furthermore, the pretreat-
ment, enzymatic hydrolysis and fermentation processes were carried out at
the Technical University of Machala. The Machine Learning was carried out
with the orange software, which was based on the data and the experimental
variables previously found. The best result corresponds to the Random Fo-
rest method, with which a precision with R2 (0.83) was obtained. Therefore,
the predicted glucose was 1.04 g/L, and the optimal amount of ethyl alcohol
was 5.34 g/L. The results show that the simulated ethyl alcohol is close to
that found experimentally (7.1 g/L) and to previous studies. Finally, the use
of Machine Learning is less expensive, and the results can be obtained in the
shortest possible time compared to experimental procedures.

Keywords: Bioethanol, cocoa pod husk, fermentation, enzymatic hydrolysis,
machine learning.
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INTRODUCCION

Chohan et al. (2020) sefiala que “més del 80% de la energia global se produ-
ce utilizando combustibles fésiles” (p. 1031). Sin embargo, se ha generado
un desabastecimiento de las reservas mundiales de los combustibles fésiles
debido principalmente a la alta demanda de estos, causado por la expansion
de la poblacién y el uso de estos en los sectores residencial, industrial, de
servicios y de calefaccién (Marques et al.,2018).

En la literatura analizada, el desabastecimiento también se da por la fal-
ta de diversificacién en otras fuentes de energia debido a los altos costos en
produccién, infraestructura subdesarrollada y falta de economias de escala
en comercializacién (Kochtcheeva,2016). En otro articulo, podemos encon-
trar que existe una desigualdad en la introducciéon de energias renovables
debido a la escasez de politicas publicas y regulaciones para su implemen-
tacion, ademads de la falta de apoyo financiero y fondos del gobierno (Ang et
al.,2022).

Sobre la base explicada anteriormente, el Peri no es la excepcién, ya que
necesita un suministro mayor de energia para sostener el aumento de la de-
manda, debido a que segun el Comité de Operacién Econdémica del Sistema
Interconectado Nacional (COES, 2019), se espera una tasa de crecimiento
promedio de la demanda de energia de 6.4% con respecto al periodo 2019-
2024. “La tasa de cobertura eléctrica global en el Peru es relativamente alta,
no obstante, el abastecimiento de electricidad en las zonas rurales es una
constante preocupacién” (Falcon-Roque et al.,2017, p. 065903-2). Este es el
caso de San Martin, que, segun el Organismo Supervisor de la Inversién en
Energia y Mineria (Osinergmin, 2019), su consumo per capita semestral de
combustibles liquidos en 2019 fue de 0.57 barriles por habitante en compa-
raciéon de los 4.03 barriles consumidos en Moquegua y Madre de Dios; siendo
Tocache, provincia de San Martin, afectada por el déficit de combustibles.

Por todo lo anterior, en la Figura 1 muestra el arbol de problemas para
resumir los aspectos méas destacados del analisis realizado previamente.

Expansion de la poblacion }

combustibles fosiles

Desabastecimiento de Falta de diversificacion en
combustibles fosiles otras fuentes de energia

_,[ Alta demanda de

Uso en diversos sectores ]
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Infraestructura
subdesarrollada

Escasez de politicas
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Falta de apoyo financiero
y fondos del gobierno

Figura 1. Arbol de Problemas
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En orden de brindar una solucién a este problema, en los dltimos afios, los
biocombustibles se han vuelto una alternativa de gran interés para resol-
ver este déficit de combustibles. Los principales sectores industriales en la
produccién de biocombustibles son el bioetanol y biodiesel, siendo Estados
Unidos y Brasil los mayores productores a nivel global, gracias a que ambos
han recibido un inmenso apoyo a través de medidas como exenciones fiscales
y acuerdos regulatorios (Zentou et al.,2019). Asimismo, la produccién de
estos podria seguir aumentando con el paso de los afos, ya que Torroba et.al
(2022) senala que “en la ultima década (2012-2021) el consumo mundial de
biocombustibles liquidos tuvo un crecimiento acumulado de 41%” (para.l).

En el Pert, para promover la demanda de produccion y consumo de bio-
combustibles se emitié el Decreto Supremo 021-2007 que establece los pa-
rametros necesarios de biocombustibles en la mezcla de gasolina, esta debe
contener al menos 7.8% de bioetanol y por su parte, el combustible diésel un
minimo 5% de biodiésel (Ramirez-Triana,2017).

Banerjee y Tomar (2019) sefialan que “la produccién de bioetanol a nivel
mundial puede reemplazar el 2% aproximadamente, del consumo total de
gasolina” (p.509). Diversos paises, como EE.UU., Brasil, China, Canada y
varios paises de la UE se han comprometido en programas de produccion de
bioetanol para resolver el gran problema de desabastecimiento que existe
actualmente, aunque solo EE. UU y Brasil han mostrado mayores propuestas
hasta el momento (Zabed et al.,2017).

De igual manera, en Pert la produccién de bioetanol ha tenido variacién
positiva durante el periodo de 2012-2021 de 51% y en consumo, de 65%, te-
niendo como materia prima la cafia de azucar (Torroba et.al.,2022).

Este estudio se centrara en los biocombustibles de segunda generacion.
Estos son productos de la conversién de biomasa lignocelulésica a partir de
los residuos de la industria agricola, como es el caso de la cascarilla de ca-
cao, abundante en Tocache, donde se produce la mayor cantidad de cacao en
grano. Ademas, esta materia prima es una alternativa a la cascara de yuca,
la mazorca de maiz y el bagazo de cafia de azicar, que son materias primas
que se suelen utilizar para producir bioetanol. “Debido principalmente a su
abundancia, alta composiciéon de carbohidratos y contenido minimo de lig-
nina” (Taherzadeh & Karim,2008, citado en Jugwanth et al.,2020, p.116553).
Asimismo, la produccion de bioetanol implica diferentes pasos del proceso
que incluyen la caracterizacion de la biomasa, el pretratamiento de la bioma-
sa, la hidrdlisis y la fermentacién (Jannah & Asip, 2015).

En ese sentido, se utilizara la cascarilla de cacao, “la cual contiene una
mezcla de celulosa, hemicelulosa, lignina, pectina y fibra cruda y, por lo tan-
to, sirve como una fuente potencial de sustratos de biomasa para la produc-
cién bioquimica” (Adjin-Tetteh et al., 2018, p.305). Esta biomasa es compuesta
principalmente por celulosa (16.9%), hemicelulosa (4%) y lignina (69%) (Shet
et al., 2018). Por otra parte, segun Laconi y Jayanegara (2015), la composi-
cién porcentual estuvo constituida por hemicelulosa (6%), celulosa (35.3%)
y lignina (38.8%). Estos estudios obtuvieron valores muy diferentes debido
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a que “esta variabilidad se relaciona con la variedad, el riego, fertilizantes
utilizados, el transporte, almacenamiento, suelo y otros” (Han & Bao,2018,
citado en Alvarez-Barreto et al.,2021, p.1490).

Para Wei et al. (2017, citado en Alvarez-Barreto et al.,2021) “esta biomasa
lignoceluldsica tiene una estructura compleja porque la celulosa esta envuel-
ta en una matriz de hemicelulosa que, a su vez, estd rodeada por paredes de
lignina” (p.1490). Por este motivo, la implementaciéon de un pretratamiento
de biomasa es muy importante, “ya que su tarea es destruir la matriz de lig-
nina de celulosa para reducir la cristalinidad de la celulosa para que actien
enzimas y microorganismos” (Jaramillo & Sanchez, 2018, p.151). Existen pre-
tratamientos fisicos, quimicos, biolégicos y combinados, en varios estudios
se realiza la molienda como pretratamiento mediante un mortero de madera
o un molino para triturar la cascarilla de cacao y tamizarla, reduciendo la
cristalinidad de la celulosa. Asimismo, los pretratamientos acidos y alcalinos
son los mas comunes, debido a que se puede obtener una mayor concentra-
cién de celulosa (Akhtar et al.,2017).

Una vez que la biomasa sea pretratada debe pasar por un proceso de hi-
drélisis que permita la conversién de la celulosa en azucares fermentables.
En ese sentido, a lo largo de los afios las enzimas celuloliticas han sido la prin-
cipal area de interés para poder hidrolizar diversas biomasas. “El repertorio
general de enzimas celuloliticas consistié en endo-glucanasa, exo-glucanasa
y b-glucosidasa, generalmente actiian de manera colegiada para mejorar la
hidrélisis de materiales celuldsicos” (Akhtar et al.,2017, p.134).

En referencia a la fermentacién, en la mayoria de los estudios se em-
plea el microorganismo Saccharomyces cerevisiae. En la actualidad, se estan
construyendo nuevas plantas para etanol de segunda generacién; debido a
esto, el uso del S. cerevisiae se maximizard ya que permite la fermentacion
de hidrolizados lignocelulésicos de residuos agricolas y cultivos energéticos
(Jansen et al., 2017).

En los tltimos afios se han utilizado métodos de aprendizaje automatico
para producir bioetanol a partir de biomasa, como redes neuronales artifi-
ciales y bosques aleatorios. Por ello, en nuestro estudio buscaremos obtener
bioetanol a partir de cdscaras de cacao aplicando técnicas de Machine Lear-
ning.

Las redes neuronales artificiales han demostrado su eficacia como he-
rramienta de modelado debido a las funciones de procesamiento de infor-
macién que poseen; ademas de los bosques aleatorios que permiten manejar
conjuntos de datos con una gran cantidad de variables predictoras y son
faciles de emplear debido a sus modelos simples (Speiser et al., 2019). Con la
implementacién de estos algoritmos, en los resultados obtenidos de la expe-
rimentacion, serd posible predecir la concentracion de este biocombustible
(Smuga-Kogut et al., 2021). Por lo tanto, el presente estudio tiene como obje-
tivo realizar la comparaciéon de los resultados experimentales junto con los
obtenidos de la simulacién con respecto al rendimiento de la produccién de
bioetanol a partir de la caracterizacién de la cascara de cacao.
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MATERIALES Y METODOS

La metodologia utilizada en el estudio fue cuantitativa, ya que se estudiaron
y analizaron mediante procedimientos estadisticos datos numéricos recogi-
dos de experimentos realizados en un laboratorio para la obtencion de bioe-
tanol. El proceso de investigacién inicié con la recoleccién de datos experi-
mentales, donde se determinaron las variables de decisiéon del proceso de
hidroélisis y fermentacion alcohdlica con base en la investigacién de Romero
et al., (2016), donde se realiz6 un estudio cinético de produccion de bioetanol
a partir de residuos agroindustriales.

Posterior a ello, se realizé una preparacion de datos a través de la técni-
ca de "Data augmentation" (aumento de datos) que se refiere a una técnica
utilizada en el campo del machine learning y la inteligencia artificial para
mejorar el rendimiento de un modelo mediante la generacién de nuevas ins-
tancias de entrenamiento a partir de las instancias originales. Esta técnica
es comunmente empleada en problemas de clasificacion de imagenes, aunque
también puede aplicarse en otros tipos de datos (Shorten & Khoshgoftaar,
2019).

La idea detrds de la data augmentation es crear datos originales introdu-
ciendo pequenas transformaciones mientras se mantiene la etiqueta o clase
asociada. Al introducir estas variaciones, se le proporciona al modelo mas
diversidad y generalizacién, ayudando a prevenir el sobreajuste y mejorando
la capacidad del modelo para reconocer patrones en datos nuevos.

Se preparo 956 experimentos de datos que a continuacién se obtiene la
siguiente Tabla 1.

Tabla 1. Anélisis de la data experimental

Glucosa ph Brix Sacarosa Dolg/Ll DQO

[g/L] gr/100gr [g/L1
Exp 956 956 956 956 956 956
Media 0,85 4,75 1,30 1,30 14,56 0,61
Desy. Es- 136,01 0,19 0,06 0,06 0,65 27,74
tandar
Min 0,61 4,33 1,20 1,20 13,46 0,56
25% 0,73 4,59 1,25 1,25 13,99 0,58
50% 0,86 4,76 1,30 1,30 14,55 0,61
75% 0.96 4,93 1,35 1,35 15,14 0,63
Max 1.09 5,08 1,40 1,40 15,70 0,65
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La data augmentation es una estrategia valiosa para mejorar el rendimiento
de los modelos de Machine Learning, especialmente cuando el conjunto de
datos de entrenamiento es limitado.

Luego estos datos se introdujeron al software Orange para la simulacién en
los diferentes modelos de Machine Learning para conseguir la cantidad 6p-
tima de bioetanol.

Materia prima

Las cascarillas de cacao (Theobroma cacao L) fueron obtenidas en el mer-
cado mayorista de frutas “Las flores” de la ciudad de Lima. Estas fueron
desechadas en el descascarillado, provenientes de diversos productores de
la provincia de Tocache, San Martin.

Pretratamiento, hidrdlisis enzimatica y fermentacion alcohdlica

Estos procedimientos se efectuaron en el laboratorio de la Universidad Téc-
nica de Machala, Ecuador. En el pretratamiento, se utilizé un molino de labo-
ratorio para reducir el tamano de la cascarilla de cacao. Posteriormente, se
realizé el método de campos eléctricos pulsados, donde se empled corriente
alterna para conducir electricidad al equipo que genera pulsos eléctricos
mediante dos varillas de metal. Luego, se prepard un vaso de precipitado que
tenia agua y cédscara de cacao; y se lo expuso a pulsos eléctricos por 1 hora
a 60 V para hidrolizar la celulosa, la hemicelulosa y lignina; y asi esté libre
para convertirla en glucosa. La hidrolisis enziméatica se realizé en biorre-
actores de 2 a 50 g/L de polvo de cascarilla de cacao; después se anadieron
0.2 ml de la enzima beta-glucosidasa, previamente elegida para romper los
enlaces glucosidicos, luego se agité durante 1 hora a 120 rpm y para finali-
zar se tomo una muestra. En este proceso se midieron nuestras variables de
decision, que son pH, °Bx (grados Brix), oxigeno disuelto y demanda quimica
de oxigeno. Para la cuantificacion de la glucosa se emple6 el método del acido
3,5-dinitro-salicilico (DNS), utilizando un colorimetro Hach DR / 870 para ge-
nerar una curva de calibracién con soluciones de concentraciones de glucosa
(Romero Bonilla, et al., 2016). Posteriormente, la fermentacion alcohdlica se
realizé con 100 ml de solucién, donde se controlé el pH y se agregé 800 ufc/
mL de levadura seca comercial (Saccharomyces cerevisiae), previamente ac-
tivada. Se cuantificé la concentraciéon de etanol mediante cromatografia de
gases a través de muestras del jarabe glucosado. Cabe recalcar que las varia-
bles de decision también se controlaron en la fermentacién.
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Machine learning

Machine learning o aprendizaje automaético es una disciplina compuesta por
un conjunto de técnicas que permiten a los computadores aprender desde los
datos, generando predicciones a partir de algoritmos, adquirir conocimiento
sobre un dominio y facilitando la toma de futuras decisiones (Gramajo et al.,
2020). En el proceso de aprendizaje, los algoritmos pueden clasificarse en
cuatro categorias: aprendizaje supervisado, no supervisado, semi supervisa-
do y por refuerzo. Esto se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Clasificacion de algoritmos de aprendizaje automatico

Nota. Adaptada de “Seizing requirements engineering issues through supervised learning techniques”
por M. G. Gramajo, 2020, IEEE Latin America Transactions, 18(7), p.1164-1184 (https://latamt.ieeer9.
org/index.php/transactions/article/view/54)

En el caso del aprendizaje sin supervision, los algoritmos cuentan con datos
con estructura desconocida y sin etiquetado, con el objetivo de reestructurar
los datos de entrada con nuevas funciones. Por parte de la semi supervisada,
tiene la capacidad de usar datos sin etiqueta para mejorar la funcionalidad
del aprendizaje supervisado. Mientras que, “el aprendizaje por refuerzo se
basa en la retroalimentacion obtenida del entorno producto de distintas inte-
racciones, siendo su objetivo mejorar su desempefio a base de recompensas”
(Gramajo et al., 2020, p. 1165).

Por ultimo, el aprendizaje supervisado, predice los resultados futuros
gracias a un entrenado modelo con entradas y salidas ya conocidos, que son
monitoreados constantemente (Harippriya et al., 2022). A continuacién, la Fi-
gura 3 muestra el diagrama de flujo, a partir de un modelo de datos dividido
en capacitacién y pruebas.
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Figura 3. Diagrama de Flujo de un modelo de datos

Nota. Adaptada de “Battery management system to estimate battery aging using deep learning and
machine learning algorithms”, por S. Harippriya, E.E Vigneswaran & S.Jayanthy, 2022, Journal of
Physics: Conference Series, 2325(1), p.012004 (https://doi:10.1088/1742-6596/2325/1/012004).

Como se muestra en la Figura 3 los datos son recolectados en los algoritmos
de aprendizaje supervisado y no supervisado, estos se encuentran divididos
en 80% y 20% de los datos de entrenamiento y prueba. Para finalmente obte-
ner el modelo e iniciar el proceso prediccion, en base a lo aprendido.

Para la creacién del modelo de aprendizaje automatico en su primera fase
se uso el software Orange Data Mining que es un software libre para pla-
nificar como seria el modelo propuesto y posterior a ello en la segunda fase
el modelo fue comprobado usando el lenguaje de programaciéon Python (Ro-
mero, E., et al., 2023); los datos recolectados fueron obtenidos en la prueba
piloto de hidrolisis enzimatica del laboratorio de la Universidad Técnica de
Machala, Ecuador. A continuacion, en la figura 4a y 4b se describe las va-
riables numéricas que fueron evaluadas y su comportamiento dentro de una
distribucién normal
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Figura 4a. Diagrama de distribucion normal de pH y Grados Brix
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Figura 4b. Diagrama de distribucién normal de sacarosa y Demanda de
Oxigeno Disuelto

Nota. Extraido del modelo Python desarrollado en el andlisis exploratorio de datos de la muestra
experimental

Métodos de Machine Learning utilizados para predecir bioetanol
Random Forest

En el modelo basado en la metodologia de los arboles de decisién se da un
algoritmo entre N -el nimero de casos a prueba y M - el nimero de variables
en el clasificador- asimismo las variables de entrada m al desarrollar un con-
junto de entrenamiento por cada nodo del &drbol, elige aleatoriamente en qué
basar su decision, lo cual calcula la mejor participacién por conjunto desde
estas variables (Vallejos-Romero et al, 2022).

Este método es derivado del arbol de clasificaciéon y regresiéon que incluye
resistencia al ruido y facilidad de ajuste, ademas se debe aplicar este méto-
do debido a que cada &rbol es un proceso de aprendizaje, y eso le permite
seleccionar muestras al azar, obteniendo un promedio de las predicciones de
todos los arboles para la prediccion final; evitando el sobreajuste y el efecto
de muestras ruidosas (Xing et al., 2019).
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Cabe recalcar que el modelo empleando Random Forest va a presentar siem-
pre un buen rendimiento. El diagrama del algoritmo Random Forest es mos-
trado en la figura 5.
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Figura 5. Modelo Random Forest

Nota. Adaptada de “Chapter 9 - Noninvasive fracture characterization based on the classification
of sonic wave travel times”, por Siddharth, M. y Hao L., 2020, Elsevier, 1, p. 243-287 ( https://doi.
org/10.1016/B978-0-12-817736-5.00009-0)

AdaBoost

El segundo método es bastante resistente al sobreajuste generado por datos
experimentales inexactos, esto se debe a que en este método se construyen
clasificadores posteriores, los cuales modifican instancias mal clasificadas
por clasificadores anteriores; permitiendo que sus pesos aumenten en com-
paracién con los clasificados correctamente, de modo que el nuevo clasifi-
cador se centre mas en los ejemplos incorrectos (Sprenger et al., 2017). La
figura 6 muestra el modelo Adaboost.
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Figura 6. Modelo AdaBoost
Nota. Adaptada de “Chapter 9 - Noninvasive fracture characterization based on the classification
of sonic wave travel times”, por Siddharth, M. y Hao L., 2020, Elsevier, 1, p. 243-287 ( https://doi.
org/10.1016/B978-0-12-817736-5.00009-0)
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Gradient Boosting

Finalmente, este es el método principal para el aprendizaje de problemas con
caracteristicas heterogéneas, datos ruidosos y dependencias complejas, ya
que se compone de un conjunto de arboles de decision individuales que estan
entrenados de forma secuencial, lo que permite que cada arbol nuevo pueda
mejorar los errores de los arboles anteriores (Dorogush et al., 2018). Estos
tres métodos fueron comparados estadisticamente para determinar el mejor
método a emplear para predecir la cantidad de glucosa. La figura 7 muestra
el modelo Gradiente Boosting.
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Figura 7. Modelo Gradient Boosting

Nota. Adaptada de: “Chapter 9 - Noninvasive fracture characterization based on the classification
of sonic wave travel times”, por Siddharth, M. y Hao L., 2020, Elsevier, 1, p. 243-287 ( https://doi.
org/10.1016/B978-0-12-817736-5.00009-0)

Resultados de la prueba piloto de produccion de bioetanol

Se realizo las pruebas de laboratorio en la Universidad de Machala, Ecuador.
Las siguientes variables fueron determinadas: el pH, oxigeno disuelto, la de-
manda quimica de oxigeno y el contenido de glucosa para producir bioetanol.
Ademas, con ayuda de 0.5 de porcentaje residuo y 0.2 ml de concentracion de
la enzima usada en la hidrolisis enzimatica se realizaron aproximadamente
956 experimentos en 5 meses, donde su analisis estadistico se muestra en la

Tabla 2.
Tabla 2. Anélisis estadistico
Glucosa % Ca- Enzima
[g/L] cao LI pH DO [g/L] DO [g/L]
Media 0,85 0,5 0,2 4,76 14,57 0,61
Minimo 0,61 0,5 0,2 4,33 13,46 0,56
Maximo 1,09 0,5 0,2 5,08 15,71 0,65
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Con respecto a la cantidad de etanol a predecir, se hallé6 empleando la Ecua-
cién (2.4.1):

(X x92140)

Etanol (g)
L 18015.6

(2.4.1)

donde la cantidad de glucosa previamente calculada esta representada por
Xi donde i € {1, ... 956}. Esta ecuacién proviene de la reaccién quimica,
identificada como Ecuacién (2.4.2) (Castro Giraldez et al., 2018).

CoHy205 = 2CH5CH,OH + 2C0, (2.42)

RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio, se utilizd la cascara de la mazorca de cacao para produ-
cir bioetanol y el proceso de hidroélisis enziméatica pudo determinar un valor
maximo de glucosa experimental y alcohol etilico (Tabla 3). Los 7.1 g/L de
alcohol etilico son superiores a los reportados por Shet et al. (2018), quienes
encontraron 2 g/L de alcohol etilico experimental, debido a que realizaron
una hidrélisis acida con &cido clorhidrico, lo que generd la formacion de pro-
ductos toéxicos que directamente afecté la fermentacién. Esto se justifica ya
que en la hidrodlisis dcida se obtuvo un valor maximo de glucosa experimental
de 2.37 g/L superior al de nuestro estudio; sin embargo, no se pudo obtener
una concentracion de alcohol etilico adecuada.

En los experimentos que utilizan aprendizaje automatico, incluidos los
tres métodos para estimar la glucosa predicha, ademas se obtiene una pre-
cisién con el R2 de determinacién del modelo que representa la eficiencia de
este y es el mas alto conseguido hasta el momento, el cual se obtuvo con el
método de Random Forest, como se muestra en la Tabla 4.

El valor de precision del R2 de determinaciéon fue de 0.83 encontrado en
este estudio y es mayor al que fue encontrado por Awolu y Oyeyemi (2015),
que busca predecir la cantidad de bioetanol a través de un modelo de predic-
cion optimizado, utilizando la metodologia de superficie de respuesta (RSM),
que resulté un R2 de determinaciéon de 0.5642. Este resultado confirma ain
mas la precision del modelo Random Forest en comparacion con otras técni-
cas.

Ademas, demuestra que el aprendizaje automatico es una gran alternati-
va para la prediccién de modelos tan complejos como el caso del bioetanol.

En el presente estudio se realizaron 956 experimentos donde se pudo
obtener el error de raiz cuadratica media (RMSE) mas bajo en el método Ran-
dom Forest, permitiendo tener una mayor precision en el modelo de predic-
cién ya que la glucosa experimental minima (0.61) no presenta una diferencia
grande con respecto a la glucosa predicha minima (0.64).
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Este resultado permite confirmar los hallazgos en el estudio realizado
por Speiser et al. (2019), que en similitud con nuestro estudio analiza conjun-
tos de datos con 956 observaciones a menos, concluyendo que el método de
Random Forest tiende a tener tasas de error mas bajas permitiendo tener un
mejor ajuste en sus modelos.

En la Figura 8, se analiza la correlacién entre las variables a través de
Pearson, que miden el grado de relacién lineal entre cada par de elementos o
variables. Los valores de correlacién pueden estar entre -1 y +1.
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Figura 8. Matriz de correlacién de variables
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Figura 9. Gréfico de violin y Box-Plot para la concentraciéon de glucosa.

En la figura 9, se muestra el diagrama violin para visualizar la distribucién
de los datos y su densidad de probabilidad con los datos preparados y sua-
vizados para este andlisis de datos. Este grafico es una combinacién de un
box-plot junto con un grafico de densidad girado y colocado a cada lado para
mostrar la forma de la distribucion de datos. Los valores de la glucosa estan
en el box-plot en el primer cuartil al 25% es de 731.57 mg/L, para la mediana
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o segundo cuartil es 859.19 mg/L, en el tercer cuartil al 75% es de 962.84
mg/L. Se tiene una media de Glucosa de 851.31 mg/L y una desviacién estan-
dar de = 136.

La barra negra gruesa en el centro representa el rango intercuartilico, la
barra negra delgada que se extiende desde ella representa los intervalos de
confianza del 95 % y el punto blanco en el centro es la mediana.

Ademas, la comparacién de los tres métodos de aprendizaje automatico se
puede ver en la Tabla 3. En el modelo de aprendizaje automatico Random Fo-
rest se observa una mayor precisién con un R cuadrado (0.83) con respecto a
los demas. Por otro lado, se presenta una raiz del error cuadratico medio bas-
tante bajo RMSE (55.06), esto indica que hay un mejor ajuste y que el modelo
tiene una mayor precisién en la prediccion de la concentracion de glucosa.

Tabla 3. Comparacién de los modelos de prediccion de la concentracién de

glucosa
Modelo Error cuadratico Error de raiz Error absoluto R2
medio (MSE) cuadrada media medio (MAE)
(RMSE)
Random 3032.11 55.06 44.83 0.830
Forest
AdaBoost 17519.62 132.36 114.16 0.027
Gradient 13002.57 114.03 96.79 0.278
Boosting

Posteriormente se realiza la simulacién para predecir la concentraciéon de
glucosa con el método Random Forest (Ecuacion 2.4.1), obteniendo los resul-

tados en la Tabla 4.

Tabla 4. Comparacion del proceso experimental con la simulacién

Glucosa experi- Bioetanol ) .
mental Gl}lcosa pre- experimen- Bioetanol predicho
[g/L] dicha [g/L] tal [g/L] [g/L]
Media 0,85 0,85 - 4,36
Minimo 0,61 0,64 - 3,28
Maximo 1,09 1,04 7,10 5,34

A continuacion, se presenta los datos reales con el modelo Random Forest

ajustado.

Data Real Vs prediccion

Figura 10. Modelo Random Forest para determinacién de la Glucosa con R2:0.830
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que el Machine Learning es una bue-
na opcién como herramienta para predecir el desempefio del etanol en un
proceso de hidrolisis enzimatica y fermentacioén a partir de la biomasa ligno-
celulésica de la cdscara de la mazorca de cacao, siendo un buen primer paso
antes de pasar a gran escala, para lo cual se recomendaria un analisis de
prefactibilidad y posteriormente un estudio de factibilidad si el proyecto es
viable, para implementarlo en la provincia de Tocache. Ademas, el Machine
Learning sigue demostrando que tiene un gran potencial como técnica de si-
mulacion porque se puede aplicar en diferentes campos, aportando precision
y calidad en sus modelos propuestos. Asimismo, su uso es menos costoso y los
resultados se pueden obtener en el menor tiempo posible en comparacién con
los procedimientos experimentales. La calidad de este estudio indica que los
resultados de investigaciones adicionales sobre la produccion de bioetanol a
partir de la cdscara de la mazorca de cacao se pueden utilizar para ampliar
y aumentar continuamente la verificaciéon del modelo propuesto.
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RESUMEN

La estructura cristalina y amorfa de la celulosa en el algodoén es el princi-
pal obstaculo para la extraccién de aztcares prebidticos mediante procesos
enzimaticos. El objetivo de esta investigacion fue reducir la cristalinidad de
la celulosa del algodon (125 um) aplicando pretratamientos hidrotermicos
y alcalinos e incrementando la producciéon de aztcares. Para incrementar
la produccion de aztcares fermentables, se prepard una solucién al 4% de
algodon molido y se sometié a un pretratamiento hidrotermal a 121°C por
lapsos de tiempo (15, 30 y 45 minutos) y otro alcalino agregando hidréxido de
sodio en tres concentraciones diferentes (0.5, 1 y 1.5%) y se agité a 120 rpm
por una hora, luego se ajusté a pH 4.8 y se adiciono 30 FPU de B-glucosidasa
y se mantuvo agitado a 120 rpm por 144 horas. En los hidrolizados donde se
aplicé pretratamiento hidrotérmico a 121°C por 45 minutos se logré 34.62
+0.14% de hidrélisis de celulosa a celobiosa y 5.14% +0.03% de hidrodlisis de
celulosa a glucosa al cabo de 24 horas de proceso, y en los hidrolizados donde
fue pretratada con hidréxido de sodio al 0,5%, la celulosa se hidrolizé a celo-
biosa en 10.5 = 0,04% y de celulosa a glucosa en 36,63 * 0,27%, y luego de 48
horas de proceso. Los experimentos pretratados hidrotérmicamente a 121 °C
durante 45 minutos alcanzaron un mayor porcentaje de hidrolisis parcial de
la celulosa y los pretratados con 1,5 % de NaOH alcanzaron un mayor porcen-
taje de hidrolisis total de la celulosa del algodén. Por lo tanto, la aplicacién
de pretratamiento hidrotermal a la celulosa del algodén (125 pm) aumenta
en un 32.30% la hidrodlisis parcial de la celulosa y el pretratamiento alcalino
en un 6.07% de hidrolisis parcial con respecto al testigo, si existe diferencia
significativa entre los dos pretratamientos aplicados para la produccién de
celobiosa.

Palabras clave: Algodon, celobiosa, hidrotermal, B-glucosidasa, celulosa.
ABSTRACT

The crystalline and amorphous structure of cellulose in cotton is the main
obstacle to the extraction of prebiotic sugars by enzymatic processes. The
objective of this research was to reduce the crystallinity of cotton cellulose
(125 pm) by applying hydrothermal and alkaline pretreatments and increa-
sing the production of sugars. To increase the production of fermentable su-
gars, a 4% solution of ground cotton was prepared and subjected to a hydro-
thermal pretreatment at 121°C for periods of time (15, 30 and 45 minutes)
and another alkaline by adding sodium hydroxide in three different concen-
trations (0.5, 1 and 1.5%) and was stirred at 120 rpm for one hour, then adjus-
ted to pH 4.8 and 30 FPU of B-glucosidase was added and kept stirred at 120
rpm for 144 hours. In the hydrolysates where hydrothermal pretreatment
was applied at 121°C for 45 minutes, 34.62 £0.14% of cellulose hydrolysis to
cellobiose and 5.14% +0.03% of cellulose to glucose hydrolysis was achieved
after 24 hours of the process, and in the hydrolyzed where it was pretreated
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with 0.5% sodium hydroxide, the cellulose was hydrolyzed to cellobiose in
10.5 = 0.04% and from cellulose to glucose in 36.63 * 0.27%, and after 48
hours of processing. The experiments pretreated hydrothermally at 121 °C
for 45 minutes reached a higher percentage of partial hydrolysis of the ce-
llulose and those pretreated with 1.5% NaOH reached a higher percentage
of total hydrolysis of the cotton cellulose. Therefore, the application of hy-
drothermal pretreatment to cotton cellulose (125 pm) increases the partial
hydrolysis of the cellulose by 32.30% and the alkaline pretreatment by 6.07%
of partial hydrolysis with respect to the control, if there is a significant di-
fference between the two pretreatments applied for cellobiose production.

Keywords: Cotton, cellobiose, hydrothermal, B-glucosidase, cellulose.

INTRODUCCION

Elalgodén es una de las fibras naturales mas aclamadas del género Gossypium
compuesta por celulosa con unidades estructurales de 1,4-d-glucopiranosa,
su composiciéon es: celulosa 94%, proteinas 1.3%, pectina 0.9%, sales minera-
les 1.2%, acidos orgéanicos 0.8% y otros 1.8% (Hauser, 2015).

Las unidades de anhidroglucosa estdn unidas como beta-celobiosa; por
lo tanto, la anhidro-beta-celobiosa es la unidad repetitiva de la cadena poli-
mérica. El nimero de unidades repetidas unidas para formar el polimero de
celulosa se denomina "grado de polimerizaciéon" (Adler et al., 2022).

La conversién enzimatica de biomasa celuldsica rica en celulosa a celo-
biosa gana atencién debido a las aplicaciones prebidticas emergentes como
alimentos funcionales (Chen et al., 2021).

La celobiosa es un edulcorante funcional sin calorias y un potencial adi-
tivo saludable para alimentos y piensos. Este disacarido consta de dos mo-
léculas de glucosa unidas por un enlace B-(1-4)-glucosidico, se diferencia de
la maltosa por su configuracién en el enlace glucosidico que puede ser a o
(Parisutham et al., 2017).

Los celo-oligacaridos (COS) son oligémeros con un grado de polimeriza-
cién (GP) entre 3 y 10 y consisten en unidades de glucosilo conectadas por
enlaces B-(1- 4)-glucosidicos. El disacarido celobiosa y el COS con un GP de
3 a 6 son solubles en agua, pero no pueden ser digeridos por humanos (Avila
et al., 2021).

Los procesos para la sintesis enzimdatica de celobiosa a partir de celulosa
requiere de pretratamientos alcalinos usando hidréxido de sodio para ablan-
dar e inchar la molecula de celulosa, luego se debe ajustar el pH a 4.8 para la
adicion de las enzimas celulasas y mantener la temperatura a 50°C con agi-
tacion de 900 rpm y de esta manera ocurra la despolimerizacién incompleta
de celulosa a celobiosa (Siccama et al., 2022). Las exoglucanasas hidrolizan
los extremos de la cadena reductora o no reductora para producir celobiosa
(Méndez-Liter et al., 2017).
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El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la obtencién de celobiosa
a partir de la celulosa presente en el algodén mediante hidroélisis enzimatica
utilizando B-glucosidasa producida por Trichoderma reesei ATCC 2692.

METODOLOGIA

Materiales

El algodén objeto de estudio fueron recogidas en el cantén Huaquillas, pa-
rroquia Chacras, provincia de El Oro, Ecuador, se secaron y trituro hasta
un tamano de particula de = 125 pum. Para la hidroélisis enzimatica se utilizé
enzima comercial Celluclast® 1.5L (188 FPU) de Sigma-Aldrich (Alemania),
hidréxido de sodio de Sigma-Aldrich (St Louis, USA), celobiosa (Dr. Ehrens-
torfer GmbH, Augsburg - Alemania).

Métodos

Composicion quimica del algodon

La determinacion de celulosa presente en el algodén fue realizada segtn la
metodologia del Laboratorio Nacional de Energia Renovable (NREL) (Sluiter
et al., 2012), las cenizas por termo gravimetria (Eliche et al., 2017) utilizando
el espectréometro Bruker-AXS modelo S4 Pioneer.

Cristalinidad de la celulosa del algodon

La cristalinidad relativa de la celulosa del algodén cruda y molida (= 125
pm), fueron analizadas por difraccién de rayos. El andlisis se realizé en un
Espectrometro de fluorescencia de rayos X (XRF) Bruker - AXS, modelo S4
Pioneer. La intensidad de difraccion de la radiaciéon Cu Ka (longitud de onda
de 0.154 nm, bajo condiciones de 40 kV y 40 mA) se midié con un rango de
exploraciéon entre 5°y 50° (20) (Lou et al., 2013).

La cristalinidad relativa se la calculo empleando la siguiente ecuacién (Oli-
veira et al., 2017).

AC e’
x 100 Ecuacion 1
Ac —Aa

RC (%) =

Donde Ac es el area cristalina y Aa es el &rea amorfa en el drea de los difrac-
togramas de rayos X.

Pretratamiento de la celulosa del algodon

Para aumentar la superficie de contacto, reducir la cristalinidad relativa y
disminuir la hidrorrepelencia de la celulosa del algodon, se trituro a tamafio
de particula de = 125 pym. Luego para ablandar a la celulosa, se preparé una
solucién de celulosa de algoddn al 3% (m/v) y se aplic6é dos pretratamientos:
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hidrétermico a 121°C por tres lapsos de tiempo (15, 30 y 45 minutos) e hi-
dréxido de sodio en tres concentraciones diferentes (0.5, 1 y 1.5%) y se agito
a 300 rpm durante una hora (Huang et al., 2018).

Cuantificaciéon de celobiosa

Para cuantificar la celobiosa, resultantes de la hidrdlisis enzimatica parcial
de la celulosa del algoddén previamente pretratadas hidrotermicamente a
121°C por tres lapsos de tiempo diferentes (15, 30 y 45 minutos) y alcalino
con NaOH en tres concentraciones diferentes (0.5, 1 y 1.5%), se tomaron
muestras en un tubo eppendorf de 1.5 mL y centrifugaron a 10000 rpm por 5
minutos, luego filtraron utilizando un filtro jeringa de 0.22 pm y se almacena-
ron en viales para el analisis por HPLC. A continuacidn, se analizaron los pa-
trones de calibracion y las muestras con un HPLC (Angilent 1100, Alemania)
equipado con un detector de indice de refraccién (G-1362A XR RI). Se empled
una columna SUPERCOGEL C-610H. La temperatura de la columna se fijé a
50°C, para la fase movil se utilizé6 H2SO4 a concentracion 5 mM a un caudal
de 0,6 mL / min y un tiempo de corrida de 35 minutos (Sluiter et al., 2012).

Hidrdlisis enzimatica parcial de la celulosa

Después del pretratamiento hidrétermico y alcalino, la hidrdlisis enzimatica
parcial de la celulosa de algodén (125 pm) se llevo a cabo en viales de 120
mL para lo cual se prepara una solucion de celulosa al 4% (p/v), se ajusto el
pH (4.8) en las muestras pretratadas con alcalis se anadié acido clorhidrico
al 20% (v/v), luego se adiciono la enzima Celluclast 1.5L (B- glucosidasa) a 30
FPU/g carbohidratos y se colocaron en un agitador orbital a 50°C y 300 rpm
durante 72 horas ( Kumar et al., 2019). Se tomaron muestras cada 24 horas,
se centrifugaron durante 5 minutos a 10000 rpm usando una mini centrifuga
ELMI-Sky Line y se filtraron en filtro de jeringa de 0.22 pym (Millipore, Bed-
ford, MA). La produccién de celobiosa se cuantifico por HPLC.

El rendimiento porcentual de celobiosa se lo calculo mediante la féormula que
a continuacién se detalla (Resch et al., 2015).

(%{mar)x 14mlxH

0 o .
Y% de conversion = & pousacmdvs)x 0014 9 biomasa x 100 Ecuacion 2
g biomasa )
Donde
H = factor de hidrolisis especifico para cada combinacién polisacarido/azua-
car

mg/ml de aztcar es de analisis de HPLC
g de polisacéarido / g de biomasa proviene del andlisis de composicion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion proximal del algodon

Conocer la composicion quimica del algodén es un requisito esencial para
saber la cantidad de celulosa disponible para hidrolizarse a celobiosa y glu-
cosa. A continuacién, en la tabla 1 se muestra la composiciéon proximal de
esta biomasa.

Tabla 1. Analisis composicional y préximo del algodéon

Componentes % +
Celulusa 93,03 0,31
Pectina 1,04 0,43
Proteinas 1,5 0,308
Cenizas 1,41 0,46
Humedad 3,02 0,161

La celulosa del algodoén es el principal componente hidrolizable, por lo cual
se dispone de 93% para la obtencion celobiosa. Investigaciones similares so-
bre la caracterizacion del algodén reportan concentraciones 73% de celulo-
sa, proteina 1.3% y pectina 1,2% en base seca (Rashid & Dutta, 2020).

Cristalinidad relativa del algodon

La fraccion cristalina de la celulosa es la mayor resistencia que tiene este
compuesto al hidrolisis enzimatica. Los difractogramas de rayos X por altura
de pico realizados al algodén crudo y molido (125 pm) se muestran en la Fig.
1. El algodén crudo mostro picos a 206 = 22.2 °y 16.7° y el algodén molido
mostro los picos a 26 = 21.9° y 17.4°, dngulos de difraccion caracteristicos de
este tipo de biomasa. El algodon crudo presento 27% mads de cristalinidad re-
lativa que el algodén molido (= 125 pm). La literatura reporta que a tamafios
de particula = 250 pm, la cristalinidad de la biomasa se reduce alrededor del
50% y la liberacién de celobiosa y glucosa aumenta entre el 24 - 36% (Rashid
& Dutta, 2020).
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Figura. 1. Porcentaje de cristalinidad relativa: (A) algodén crudo y (B) molida (125 pm)
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La cristalinidad relativa del algodén molido (125 pm) disminuy6 con respec-
to al algodén crudo en un 29% y se elimind la hidrorrepelencia del algodén
crudo. Investigacién realizadas con este material indican que al reducir el
tamano de particula (< 400 pm), se reduce la cristalinidad de la celulosa y
aumentan los porcentajes hidrolisis (Lopes et al., 2022).

Hidrdlisis enzimatica del algodon
Hidrdlisis parcial de celulosa

La hidrélisis completa de la celulosa es uno de los principales obstaculos de
la tecnologia de la biomasa, cuando este homopolisacarido forma parte de
matrices complejas, gran parte de él se hidroliza a celodextrinas (celobiosa).
La celobiosa es un disacarido que se obtiene de la hidrolisis parcial de la ce-
lulosa utilizando B-glucosidasas. A continuacién, en la figura 2 se muestran
las concentraciones de celobiosa y glucosa obtenidos de la hidrdlisis del algo-
dén molido (125 um).
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T m T a  om " ' !
Comtrol  MaOH (0.5%) MaOH (1% NaOH (1.5%) m
b :—‘i"_ﬂ_._-—-—'—'_'_rgj _'_'_'_'__._._.—-FE

Hucosa (gL
: 2

-
¥

« =B m ®m  am = wm
Tierpa jdiars)

Figura 2. Formacion de celobiosa y glucosa durante la hidroélisis enzimética del algodén

La aplicacion de hidréxido de sodio (0.5%) como pretratamiento de ablanda-
miento de la celulosa produjo a las 48 horas de hidrdlisis enzimatica mayor
concentracion de celobiosa y menor cantidad de glucosa, y a mayor concen-
tracién de hidroxido de sodio (1.5%) menor cantidad de celobiosa y mayor
concentracion de glucosa, lo cual indica que el pretratamiento alcalino favo-
rece la hidrdlisis enzimética de celulosa a glucosa. El 10,14% de la celulosa
se hidrolizo parcialmente a celobiosa y el 46,63% a glucosa, obteniéndose un
56,77% de hidrdlisis total de la celulosa presente en el algodon.

Estudios de hidrodlisis enzimatica de fibra de coco reportan 72 g/L de
glucosa utilizando una carga enzimatica de 20 FPU de Cellic Ctec 2 (Wu,
Hildebrand, Kasuga, Xiong, & Fan, 2013; Lebaz, Cockx, Spérandio, Liné, &
Morchain, 2016 ), y 78,9 % de hidrdlisis de celulosa a glucosa (Nogueira et
al., 2021).
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En las muestras donde se aplicé pretratamiento hidrétermico, se logré ob-
tener mayores concentraciones de celobiosa, lo cual indica que solo se logré
hinchar la celulosa mas no romperla. A continuacién, en la figura 3 se mues-
tran las concentraciones de celobiosa y glucosas obtenidos en las muestras
pretratadas hidrotermicamente.
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Figura 3. Formacion de celobiosa y glucosa durante la hidrélisis enzimatica del algodén pretratado
hidrotermicamente

La aplicaciéon de temperatura (121°C * 45 min) como pretratamiento de ablan-
damiento de la celulosa produjo a las 24 horas de hidroélisis enzimatica mayor
concentracion de celobiosa y menor cantidad de glucosa, y a menor tiempo de
pretratamiento hidrétermico (121°C * 15 min), menor cantidad de celobiosa y
menor concentracion de glucosa, lo cual indica que el pretratamiento hidro-
termico favorece la hidrdlisis enzimatica de celulosa a celobiosa. El 34.62%
de la celulosa se hidrolizo parcialmente a celobiosa y el 18.42% a glucosa,
obteniéndose un 51,89% de hidrdlisis total de la celulosa presente en el algo-
doén. Estudios sobre biomasa lignocelulosica utilizando beta glucosidasa es
posible obtener porcentajes de hidrolisis significativos de celobiosa (Parisu-
tham et al., 2017)

Porcentajes de hidrolisis del algodén a celobiosa y glucosa

La hidrdlisis total de la celulosa ha sido una caracteristica clave de la despo-
limerizacion de biomasa celulésica, debido a la recalcitrancia y cristalinidad
de la celulosa, lo cual limita el uso de enzimas hidroliticas (celodextrinasa y
celobiohidrolasa y B-glucosidasa). A continuacion, en la figura 4 se muestran
los porcentajes de hidrdlisis parcial de la celulosa para obtener celobiosa y
glucosa a partir del algodén molido (125 um).
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Figura 4. Porcentajes de bioconversiones de celulosa a celobiosa y glucosa

La bioconversién de celulosa a celobiosa en los pretratamientos hidroter-
micos (121°C * 45 min) fue 34,62% en 24 horas de hidrolisis enzimatica y la
conversion se celulosa a glucosa fue de 18.64%, mientras que en las muestras
pretratadas con hidroéxido de sodio al 0.5%, la concentracion de celobiosa
fue 10.5% en 48 horas de hidrolisis enzimdatica, lo cual indica que a mayor
concentracién de alcalis mayor hidrolisis total de la celulosa. Estudios de hi-
droélisis enzimatica de algodén blanco molido aplicando Celluclast y Cellic®
CTec?2 han logrado convertir un 32% de celulosa a celobiosa (Austad, 2018).

CONCLUSIONES

La caracterizacion quimica del algodén nos indica que disponemos de un
93% celulosa para ser utilizada como sustrato para la enzima - glucosidasa.
El analisis de difraccion de rayos X demostré que la reduccion de tamano de
particula (= 125 pm), ayuda a reducir hasta un 43.57% de cristalinidad rela-
tiva del algodén molido con respecto al algodén crudo.

La aplicacion del pretratamiento hidrétermico (121°C por 45 minutos) al
algodon molido a tamafio de particula de 125 pm, favorece la hidrélisis par-
cial de la celulosa, y se logra obtener un 34.62% de celobiosa, mientras que la
aplicacién de hidréxido de sodio a concentracién de 0.5% se logra obtener un
10.5% de celobiosa, lo cual indica que la mayor parte de la celulosa se hidroli-
za totalmente a glucosa, lo que indica a mayor concentracién de hidréxido de
sodio, menor concentracién de celobiosa y mayor concentracion de glucosa.
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