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Resumen
El POME, por sus siglas en inglés "Palm Qil Mill Effluent" (Efluente de Molinos de Aceite de Palma), es un
subproducto liquido resultante del proceso de extraccion de aceite de palma. Su composicién incluye
aceites y grasas residuales, materia organica, compuestos fendlicos, sélidos suspendidos, nutrientes
como nitrégeno y fésforo, y también puede contener trazas de productos quimicos utilizados en el
proceso de extraccion. Debido a su carga contaminante y composicion compleja, el tratamiento
adecuado del POME es esencial para mitigar su impacto ambiental. El presente estudio tiene como
objetivo evaluar las condiciones dptimas de fermentacion del efluente de la extractora agricola Rio
Manso S.A,, con el fin de analizar la posibilidad de obtener etanol de manera eficiente y rentable. El
efluente presenta las siguientes caracteristicas fisico quimicas, pH 5,9, una temperatura de 72, 3°C,
también cuenta con 13,78 g/L de azucares reductores y 5,9 °Brix. Para realizar la fermentacidn alcohdlica
del efluente se afadio tres tipos de levaduras comerciales (Sacharomyces cerevisae) utilizando
concentraciones de 15 g/Ly 35 g/L de levaduras. El efluente presentd una fermentacién a los 18 dias en
los cuales hubo un consumo de 13,73 g/L de efluente y 2°Brix, utilizando la levadura comercial
FERMIPAN a 15 g/L de concentracion, a diferencia del tratamiento control que tuvo un consumo de
azucares reductores de 8,8 g/Ly 0,5 °Brix, luego se realizé la destilacién del tratamiento optimo
obteniéndose 20 ml al cabo de 96 horas, al analizar el grado alcohdlico del destilado mediante
cromatografia de gases se pudo obtener un 5,64 %v/v de etanol. Estos resultados nos dan la pauta de
que el efluente si puede ser fermentado para la conversion de bioetanol siendo un comienzo para

futuros analices en los que se puede valorizar estos efluentes.

Palabras claves: POME, Etanol, Impacto ambiental, levaduras.
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Abstract
POME, for its acronym in English "Palm Oil Mill Effluent", is a liquid by-product resulting from the palm
oil extraction process. Its composition includes residual oils and fats, organic matter, phenolic
compounds, suspended solids, nutrients such as nitrogen and phosphorus, and may also contain traces
of chemicals used in the extraction process. Due to its pollutant load and complex composition, proper
treatment of POME is essential to mitigate its environmental impact. The objective of this study is to
evaluate the optimal fermentation conditions of the effluent from the Rio Manso S.A. agricultural
extractor, in order to analyze the possibility of obtaining ethanol efficiently and profitably. The effluent
presents the following physical-chemical characteristics: pH 5.9, a temperature of 72.3°C, it also has
13.78 g/L of reducing sugars and 5.9 °Brix. To carry out the alcoholic fermentation of the effluent, three
types of commercial yeasts (Sacharomyces cerevisae) were said using concentrations of 15 g/L and 35
g/L of yeasts. The effluent presented a fermentation at 18 days, in which there was a consumption of
13.73 g/L of effluent and 2°Brix, using the commercial yeast FERMIPAN at a concentration of 15 g/L,
unlike the control treatment that had a consumption of reducing sugars of 8.8 g/L and 0.5 °Brix, then the
distillation of the optimal treatment was carried out obtaining 20 ml after 96 hours, when analyzing the
alcoholic degree of the distillate by means of gas chromatography it was possible to obtain a 5.64% v/v
ethanol. These results give us the guideline that the effluent can be fermented for the conversion of

bioethanol, being a start for future analyzes in which these effluents can be valued.

Keywords: POME, Ethanol, Environmental impact, yeasts.
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

El uso del etanol como biocombustible tuvo sus inicios en la década de 1970, debido a la crisis
energética y la escasez de combustibles fésiles. Esto dio paso a investigar las posibilidades de utilizar
fuentes de energia renovable como alternativa. Inicialmente, el etanol se obtenia principalmente a partir
de cultivos como la cafia de azucar y el maiz (Bothast & Schlicher, 2005). A medida que avanzaba la
década de 1980, las investigaciones en el campo continuaron y el uso del etanol como biocombustible
siguié en aumento. Sin embargo, en la década de 1990, la disponibilidad y el bajo costo de los
combustibles fésiles hicieron que el proceso de obtencién de etanol a partir de cultivos destinados al
consumo alimentario dejara de ser rentable (Abebe, 2008). Esto resultd en una disminucion en la
produccidn de etanol. A pesar de esto, en las Ultimas décadas ha habido un renovado interés en la
obtencidn de etanol a partir de residuos agroindustriales (D. Mufioz et al., 2014). Esta nueva perspectiva

busca reducir el impacto ambiental y disminuir la dependencia de los combustibles fésiles.

En América Latina, paises como Brasil han implementado el uso del etanol como biocombustible
desde hace mas de 25 afios (Procaia, 2022). Por otro lado, en Ecuador, la produccién de etanol comenzd
recientemente en la Ultima década (Macias et al., 2022). El desarrollo de la produccién de etanol a partir
de residuos agroindustriales ha ganado impulso debido al abundante volumen de desechos que genera
la industria del banano, la cafia de azlcar, el cacao y, especialmente, la extraccién de aceite de palma
(Rami, 2013). Un ejemplo destacado de esta tendencia es la Sociedad Agricola e Industrial San Carlos,
uno de los principales ingenios azucareros en Ecuador, que ha fundado SODERAL Sociedad de Destilacion
de Alcoholes S.A. Esta empresa se dedica a la produccidn de bioetanol al 96% vy tiene una capacidad de
produccidn de 30.000 litros por dia, utilizando como materia prima la melaza, un subproducto de la

produccidn de azucar (Sociedad Agricola e Industrial San Carlos S.A., 2019).
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La palma africana (Elaeis guineensis) o conocida como palma aceitera, es un cultivo perenne que
se origind en la selva tropical de Africa Occidental. En el siglo XVI, se expandié a América del Sur (Wakil
et al., 2013). En Ecuador, la introduccion de la palma africana ocurrié en 1950 con el objetivo de reducir
las importaciones de aceite. Las primeras plantaciones de palma, se establecieron en el oeste del pais,
especificamente en Santo Domingo, La Concordia, Quinindé y Quevedo (Potter, 2010).

Para 1958, se construyd la primera planta extractora de aceite de palma llamada "Indaca",
marcando el inicio del crecimiento de la industria palmicultora en el pais, impulsada por la alta demanda
de sus productos (ANCUPA, 2020). Un ejemplo destacado en esta industria es la Extractora Rio Manso
S.A,, perteneciente al Grupo La Fabril, una empresa con una trayectoria legal desde 1977 que se
especializa en la produccidn y comercializacién de aceite rojo de palma africana. Este aceite es
ampliamente utilizado como materia prima en la fabricacion de diversos productos, como detergentes y
jabones (Riquelme, 2019).

Sin embargo, el crecimiento de la industria aceitera también ha llevado a la generacién de
toneladas de desechos liquidos que son descartados en los cuerpos de agua, constituyendo un foco de
contaminacién que podrian alterar los sistemas acuaticos (Bonomie & Reyes, 2012). Esta situacion
plantea un desafio constante para encontrar alternativas que permitan proporcionar valor agregado a
estos residuos y minimizar el impacto ambiental (Arellano, 2017).

A lo largo de los afios, se han desarrollado multiples estudios que muestran técnicas para
reutilizar los efluentes provenientes de la extraccion de aceite, entre las mas frecuentes en Ecuador se
encuentra la produccidn de Biogas mediante biorreactores, con el fin de generar electricidad (Garzon et
al., 2015; Rodriguez, 2021b; Tigse, 2015), la desventaja de esta aplicacion es el coste de las instalaciones
(Pazmifio, 2016). Otra aplicacidn es el uso de los efluentes crudos en el suelo de manera dosificada,

como reemplazo de los fertilizantes inorganicos, lamentablemente para que esta técnica sea viable se



19

debe utilizar en plantaciones aledafias a la extractora (Anaya & Molina, 2018; Malacatus et al., 2019;
Soria, 2019; D. Zambrano, 2011).

Existen estudios adicionales que presentan aplicaciones innovadoras que aln no se han
implementado en el pais. Por ejemplo, la investigacidn realizada por Al-Dhabi et al. (2020) revela que el
efluente de la industria palmicultora contiene nutrientes que pueden ser utilizados por bacterias para la
produccidn de polisacdridos extracelulares, los cuales tienen diversas aplicaciones en la industria.

Como se menciond anteriormente, el interés en encontrar fuentes alternativas de combustible
ha llevado al aumento de la popularidad del etanol como opcidn sostenible y renovable (Procafia, 2022).
En este contexto, se han realizado diversos experimentos utilizando los efluentes del proceso de
extraccidn de aceite de palma con el propdsito de obtener etanol a través de la bioconversidn. Estos
efluentes se caracterizan por su alto contenido de carbohidratos (29,55%), proteinas (12,75%),
compuestos nitrogenados, celulosa y minerales no téxicos, lo cual los convierte en una fuente ricay
adecuada para la fermentacién (M. Z. Alam et al., 2009; Wakil et al., 2013). Mediante la aplicacién de
técnicas de fermentacién apropiadas, se ha logrado convertir exitosamente estos efluentes en etanol,
demostrando asi su potencial como una valiosa fuente de energia renovable (Llenque et al., 2020).

Justificacion

La necesidad de encontrar soluciones mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente se
hace evidente ante los desafios ambientales actuales y la explotacién desmedida de los recursos
petroleros. En este contexto, se busca promover el uso de combustibles renovables y de produccion
natural (Pascual et al., 2016). Estos productos estan respaldados por politicas gubernamentales que
fomentan el desarrollo agricola, rural y aseguran la seguridad energética, al mismo tiempo que
contribuyen a mitigar el cambio climatico al reducir las emisiones de gases de efecto invernadero (L. Silva

etal., 2012).
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El desarrollo de energias renovables en Ecuador se basa en los principios establecidos en la
Constitucién de la Republica. El Acuerdo Ministerial 131 (Ministerio del Ambiente, 2010) resalta la
importancia de promover la eficiencia energética, el uso de practicas y tecnologias ambientalmente
limpias, asi como la utilizacion de energias renovables diversificadas y de bajo impacto, sin comprometer
la autosuficiencia alimentaria, el equilibrio de los ecosistemas y el acceso al agua.

En ese contexto, la produccién de gasolina ECOPAIS, de acuerdo con el Instituto de Investigacidn
Geoldgico y Energético (IIGE, 2020), cumple con los principios de fomentar la eficiencia energética y el
uso de energias renovables de bajo impacto, sin comprometer la seguridad alimentaria ni el equilibrio
ecolégico. Sin embargo, el uso de bioetanol de primera generacién para su fabricacién plantea
preocupaciones a largo plazo, ya que implica el uso de recursos agricolas destinados al consumo
humano, lo que puede aumentar los costos asociados a la cadena de produccion (Goldemberg &
Guardabassi, 2010).

La implementacién de la gasolina ECOPAIS ha generado importantes beneficios para el pais,
tanto econdmicos como sociales. Se ha observado un aumento promedio del 10% en el sector primario
de la cafia de azlcar, beneficiando a mas de 7,000 familias agricolas. Sin embargo, se ha identificado un
desafio relacionado con la falta de proveedores para la produccion de etanol, lo que ha llevado a que el
programa se estanque (M. Zambrano, 2017).

Por lo tanto, es fundamental explorar alternativas sostenibles de segunda generacién, como el
aprovechamiento de desechos agroindustriales, para reducir el impacto en la disponibilidad de recursos
y los costos asociados. Estas medidas se alinean con los objetivos de desarrollo sostenible y la proteccion
del medio ambiente (Dos Santos et al., 2016). Asimismo, la busqueda de mas proveedores para la
produccidn de etanol es crucial para garantizar el funcionamiento efectivo del programa de integracion

de la gasolina ECOPAIS y seguir avanzando hacia un futuro energético mas sostenible.
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Dado que Ecuador posee una ubicacién geografica favorable y es fundamentalmente un
territorio agricola; de acuerdo a encuestas realizadas por el Instituto Nacional de Estadistica y Censos
(INEC, 2021) de las 12,3 millones de hectareas de tierra disponibles, aproximadamente 5.11 millones de
hectareas;son gestionadas por productores dedicados a la actividad agropecuaria. Este significativo nivel
de produccidn agricola conlleva una notable generacidn de residuos, los cuales presentan la oportunidad
de ser aprovechados y utilizados como materias primas para la produccion de energia, en particular, para
la obtencién de etanol (Sigliencia et al., 2020).

En la actualidad el Ecuador cuenta con cantidades considerables de produccidn de aceite de
palma considerandose una de las principales actividades econdmicas (Cortes et al., 2006), pese a esta
contribucion existe otra realidad y es la generacion de desechos liquidos, sélidos y gaseosos. Los
desechos liquidos son principalmente aguas residuales generadas por el procesamiento de un producto
primario, sin utilidad posterior, siendo un problema ya que generan un impacto negativo a los sistemas
acuaticos (Garzon et al., 2015). Segun Malacatus et al. (2019) en el pais se produce un aproximado de
2°371.471,2 m3 por afio de efluentes emitidos por la industria de extraccién de palma de aceite.

La Extractora Agricola Rio Manso S. A., es una empresa productora de aceite de palma africana,
que distribuye a una amplia variedad de sectores industriales, a nivel nacional e internacional. Debido a
la gran demanda de aceite que tiene la extractora, se generan grandes volumenes de efluentes diarios,
alcanzando aproximadamente 350 m3, los cuales ocupan recursos econdmicos y geograficos de la planta
para poder ser tratados (Riquelme, 2019). Sin embargo, dada las caracteristicas quimicas y biolédgicas que
estos efluentes poseen, hace que sea un recurso valioso para diferentes aplicaciones. El
aprovechamiento de los residuos liquidos mediante fermentacion para la obtencién de etanol seria una
forma de disminuir el impacto ambiental, a la vez una alternativa de gran valor comercial para la

Extractora.
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Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Evaluar las condiciones dptimas de fermentacidn con adicién de levaduras comerciales para la
obtencidn de etanol del efluente de la extractora agricola Rio Manso S. A.
Objetivos especificos

e Caracterizar los parametros fisicoquimicos (pH, grados brix, aztcares reductores, temperatura)
del efluente en la Extractora Rio Manso S. A.

e Seleccionar el tipo de levadura comercial, concentracion y tiempo éptimo de fermentacion, a
través de la medicidn de grados Brix y cuantificacién de azlcares reductores utilizando el
método de Miller.

e Obtener alcohol de las muestras fermentadas con las condiciones dptimas mediante destilacién

simple y cuantificacion del grado alcohdélico por la técnica de cromatografia de gases.

Hipdtesis

La fermentacidn con las condiciones dptimas permite obtener etanol a partir del

efluente de la extractora agricola Rio Manso S. A.
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Capitulo II: Revision Bibliografica

Palma Africana (Elaeis guineensis)

La Palma Africana, conocida cientificamente como Elaeis guineensis, es una planta de gran
importancia econdmica debido a sus multiples aplicaciones. Sus frutos son utilizados para la produccién
de aceite de palma, el cual tiene diversos usos en la industria alimentaria, cosmética y de biodiesel
(Montoya et al., 2014). Ademas, las hojas de la palma africana son aprovechadas en la elaboracién de
artesanias, mientras que los troncos encuentran aplicacién en la construccidn y fabricacion de muebles
(Suhaily et al., 2012).

Taxonomia y morfologia de la palma africana

La palma africana es una especie perteneciente a la familia Arecaceae. Se encuentra clasificada en el
orden Arecales como se observa en la Tabla 1. Esta planta se caracteriza por ser una de las principales
fuentes de aceite vegetal a nivel mundial.

Tabla 1

Clasificacion taxondmica de la palma africana.

Taxdn Nombre
Reino Plantae
Divisidn Magnoliophyta
Clase Lilipsida
Orden Arecales
Familia Arecaceae
Género Elaeis
Especie guineensis

Nota. Informacion obtenida de Forero et al., (2012). Generalidades sobre la morfologia y fenologia de la

palma de aceite. In H. Angulo (Ed.).
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La Palma Africana prefiere climas tropicales y subtropicales, prosperando en regiones con
temperaturas calidas y abundante precipitacién (Montoya et al., 2014). Su estructura estd compuesta
por un tronco recto y robusto, cubierto por una capa de corteza rugosa, posee hojas en forma de plumas
de gran tamafio y puede alcanzar alturas de hasta 20 metros (Tabe-Ojong et al., 2023). En la parte
superior de la palma se encuentran los racimos de fruta fresca (RFF). Aproximadamente, un 20-30% de
los racimos corresponde a racimos de fruta vacios (EFB, por sus siglas en inglés), los cuales no contienen
frutas maduras y se consideran residuos en el proceso de extraccién. Por otro lado, un 11-15% de la
composicion del racimo esta conformado por la fibra de mesocarpio de palma de aceite (OPMF), que se
obtiene del mesocarpio de las frutas y puede ser aprovechada para diversas aplicaciones industriales.
Ademds, alrededor de un 5-7% de los racimos estd compuesto por cascara de palmiste (PKS). Cada fruto
estd compuesto por una cdscara externa y una pulpa interna, que a su vez contiene una semilla
(palmiste) y un mesocarpio fibroso (Montoya et al., 2014). Respecto a su propagacion se realiza
principalmente por semillas, las cuales son recolectadas de los frutos maduros y luego se plantan en
viveros para su germinacion y posterior trasplante al campo (Forero et al., 2012). En la Figura 1 se
pueden identificar los elementos fundamentales de la palma africana, que abarcan: (1) la estructura
completa de la planta, (2) el racimo de fruta fresca y (3) el fruto.

Figura 1

Morfologia general de la palma africana.
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Nota. Recuperado de Jiménez (2014). Generalidades y caracteristicas de la Palma Africana.

Palma Africana en la Industria Aceitera

La estructura y composicién de la Palma Africana la convierten en una planta de gran
importancia econdmica, en la industria del aceite de palma por su capacidad de producir aceite en
grandes cantidades, debido a que su alto contenido oleico que varia entre el 39% y 45% de su
composicion de acidos grasos (Fiallos, 2021). El aceite de palma extraido de sus frutos es utilizado en una
amplia gama de productos, incluyendo alimentos procesados, cosméticos, detergentes, velas y
biocombustibles. Su alta demanda a nivel mundial se debe a sus propiedades fisicoquimicas favorables,
como su alto punto de fusidn, estabilidad oxidativa y versatilidad en aplicaciones industriales (Okezie et
al., 2021).

A nivel econdmico, la Palma Africana tiene un impacto significativo en la industria y en la
economia de los paises productores. Su cultivo genera empleo en las zonas rurales y contribuye a los
ingresos nacionales a través de las exportaciones de aceite de palma y productos derivados. En América
Latina se producen alrededor de 1.326.0001,77 toneladas de aceite de palma por afo (Index, 2022),

mientras que en Ecuador segun la Corporacidon Financiera Nacional (CFN, 2022), se produjeron alrededor
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de 400,000 toneladas métricas de aceite de palma y se exportaron aproximadamente 113,000 toneladas
en el 2021, gracias a la participacion de 7,000 productores de cultivo de palma. Esta actividad ha

contribuido al desarrollo sostenible y a la reduccidn de la pobreza en las comunidades agricolas.

Proceso de extraccion de aceite de palma
La extraccidon de aceite de palma guinensis comprende varios procesos, que inicia con la
recepcion de los racimos de fruta fresca (RFF) en la industria extractora. A partir de este punto, se inicia

un proceso minucioso para obtener el aceite crudo de palma (Chew, Ng, et al., 2021).

Recepcion del fruto

En esta etapa inicial los proveedores llegan con los RFF, que luego son sometidos a una serie de
procesos de pesaje y clasificacion. Una vez llegados a la planta, los racimos de fruta fresca son pesados
para llevar un registro preciso de la cantidad recibida. Adema3s, se realiza una clasificacion de los racimos
de acuerdo a varios criterios, como el tamafio, la cantidad de mesocarpio (pulpa), la madurez y el
tamafio del tallo. Esta clasificacién permite tener un control detallado sobre la calidad y caracteristicas
de los racimos, lo cual influye en el proceso de extraccion posterior (Malacatus et al., 2019).

Durante el proceso de clasificacion, se tienen en cuenta varios aspectos importantes. Uno de
ellos es la madurez del racimo, la cual es determinante en la calidad y el contenido de aceite. Los racimos
mas maduros suelen tener un mayor contenido de aceite en comparacion con los racimos inmaduros.
Otro aspecto relevante es el tamanfio del tallo, que es la parte que conecta los racimos a la palma. El
tamafio del tallo puede influir en el peso y se considera durante la clasificacidon para garantizar una
manipulacion adecuada de los racimos y evitar dafios durante el proceso. Cada clasificacion puede
implicar diferentes condiciones de procesamiento y requisitos técnicos, lo que contribuye a optimizar el

rendimiento y los resultados finales (ASOBANCA, 2022; Bernal, 2001).
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Esterilizacion

Durante la etapa de esterilizacién, se emplean picos de temperatura que oscilan entre los 125°C
y 145°C, junto con una presién de hasta 3 bares, el objetivo de estos picos es inactivar la enzima lipasa, la
cual desempeiia un papel fundamental en la hidrélisis de los lipidos presentes en la fruta de palma. Esta
hidrodlisis conduce a la liberacién de acidos grasos libres y, como consecuencia, a la acidificacién de la
pulpa de la fruta. Ademas, el aumento de temperatura y presién durante este proceso facilita la
separacion de la fruta de los racimos (Guerrero, 2015).Los picos de esterilizacion son temperaturas y
presiones maximas dentro del autoclave y pueden variar segun el disefio del autoclave y los parametros
establecidos por cada planta extractora. La duracion de los picos de esterilizacidn oscilan entre 60 y 90

minutos (Riquelme, 2019).

Desfrutado

Consiste en separar la pulpa de la fruta de los racimos esterilizados para obtener el aceite crudo
de palma. Esta operacion se lleva a cabo en equipos denominados desfrutadores que pueden ser de
cilindros o de tornillo sinfin, estan disefiados para agitar y romper los racimos, liberando asi la pulpa.
Ademas, se puede realizar un proceso de digestion adicional, en el cual se somete la pulpa a altas
temperaturas para facilitar la extraccién del aceite (Malacatus et al., 2019).

Es importante destacar que el desfrutado es una etapa critica en el proceso de extraccion de
aceite de palma, ya que de su eficiencia depende la cantidad y calidad del aceite obtenido. Por tanto, se
busca optimizar este proceso mediante la seleccidon adecuada de equipos, el control de pardmetros de

operacion y la implementacion de técnicas avanzadas de desfrutado (Garzon et al., 2015)

Digestion y Prensado
Este proceso consiste en descomponer la fruta y extraer el aceite contenido en ella, mediante
cilindros compuestos por un eje vertical rotativo con agitadores denominados digestores, los mismos

gue se encargan de macerar y calentar la fruta, con el fin de separar el mesocarpio y romper las celdas
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gue contienen el aceite, es un proceso mecanico que se realiza a presiones de 2068 Pa y temperaturas
de entre 45-50°C. El aceite extraido atraviesa un tamiz vibratorio para luego bombearlo al calentador
que llega a una temperatura de 952C. La digestidon también ayuda a reducir la viscosidad de la pulpa y
mejorar la eficiencia del proceso de extraccidon (Riquelme, 2019).

Durante esta etapa existen algunos factores que se deben tomar en cuenta ya que pueden
afectar la eficiencia y calidad del proceso. Estos factores incluyen, la falta de suministro adecuado de
calor en forma de vapor para alcanzar la temperatura éptima de 100°C en la fruta digerida, la utilizacién
de brazos de direccidon demasiado cortos que impiden la formacién de una capa de material seco en la
pared del digestor, la alineacidon inapropiada de los brazos de direccién que no generan un movimiento
ascendente y descendente en la fruta, un drenaje insuficiente del aceite de los digestores, especialmente
cuando se emplean digestores inferiores perforados, y la falta de control del nivel del digestor
(Velayuthan, 2016).

Después de la etapa de digestidn, llega el momento del prensado de la pulpa del fruto. En esta
fase, se lleva a cabo un proceso que involucra el uso de agua tanto en la salida del digestor como en la
parte inferior de la prensa. El propdsito principal de este paso es lavar las fibras y garantizar una
extraccidn eficiente del aceite. Ademas, el agua cumple un papel importante al proporcionar la dilucion
adecuada para la separacion en la clarificacidn (Riquelme, 2019). Cabe mencionar que la fibra resultante
del prensado se utiliza como combustible en el caldero, contribuyendo a su aprovechamiento
energético. Asimismo, se lleva a cabo la recuperacion de las nueces, las cuales se almacenan para su
posterior procesamiento. De acuerdo a Malacatus et al., (2019) durante el prensado, la pulpa se somete
a una serie de prensas o expellers que aplican presidén mecanica para separar el aceite de los residuos
sélidos. De esta manera, se logra obtener el aceite de palma, mientras que la torta de palmiste, como se
conoce a los residuos sélidos, se utiliza posteriormente como alimento para animales o se emplea en la

produccidn de biogas.
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Clarificacion

La clarificacidn es una etapa crucial en el proceso de extraccion de aceite de palma, consiste en
separar los componentes no deseados del aceite. Durante esta fase se eliminan los sélidos suspendidos,
las impurezas y el agua presente en el aceite crudo. Para lograrlo, se utilizan diferentes métodos y
equipos de clarificacién, como la centrifugacién, la decantacién y el uso de agentes clarificantes
(ASOBANCA, 2022). Siendo la centrifugacién uno de los métodos mas comunes, el cual se basa en hacer
pasar el aceite crudo a alta velocidad a través de un equipo centrifugador. En este proceso, el aceite se
introduce en el equipo y se somete a una fuerza generada por la rotacién rapida del tambor (Van, 2016).
Esta fuerza centrifuga provoca la separacion de los componentes del aceite en funcién de su densidad.
Las particulas sélidas mas pesadas, como los residuos de fibra y otros sélidos suspendidos, se
sedimentan y se depositan en el fondo del tambor, mientras que el aceite clarificado se recoge en la
parte superior, el cual se extrae a través de orificios y se separa de los residuos sélidos. El aceite
purificado va al depdsito para luego pasar al secador donde la humedad se reduce a un valor inferior al
0.1% para mantener la calidad por mas tiempo (Riquelme, 2019). La centrifugacién es especialmente
util para la eliminacién de particulas finas y coloidales, que pueden afectar la apariencia y la estabilidad
del aceite de palma (Fiallos, 2021).

Después de finalizar el proceso de clarificacidn, se generan tres componentes: efluente, aceite y
lodo. El efluente resultante es dirigido al tanque florentino, el cual desempefa un papel crucial en la
separacion de los sélidos y liquidos. En este tanque, los sélidos mas pesados se sedimentan en el fondo,
mientras que el aceite residual se acumula en la superficie, facilitando su recuperacion (OIT, 2020).

El tanque florentino es un paso fundamental antes de enviar el efluente al tratamiento lagunar,
ya que asegura que se aproveche al maximo el aceite residual presente en el efluente. De esta manera,

se evita el desperdicio y se garantiza su utilizacion en otras aplicaciones o su refinamiento posterior. Este
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proceso contribuye a una produccién mas eficiente y sostenible, optimizando los recursos disponibles

(Chew, Low, et al., 2021)

Almacenamiento

Una vez que se realiza el control de calidad del aceite y este alcanza el nivel de pureza requerido,
se procede a almacenarlo en los tanques designados antes de ser despachado a los proveedores. El
objetivo principal de esta etapa es asegurar la preservacion y la calidad del aceite a lo largo del tiempo.
Los tanques de almacenamiento son disefiados especificamente para mantener las condiciones éptimas
de temperatura, humedad y proteccidén contra la oxidacion. Estos tanques estan construidos con
materiales resistentes y herméticos que evitan la exposicion directa a la luz solar y otros factores que

podrian afectar su estabilidad y propiedades (GREPALMA, 2019; Malacatus et al., 2019).

Generacidon de efluente del proceso de extraccion de aceite de palma

El efluente de fabricacién de aceite de palma (POME, por sus siglas en inglés) es un liquido que
se compone de una mezcla de agua, residuos sélidos, compuestos organicos y nutrientes. Lo que le
confiere propiedades contaminantes; sin embargo, también cuenta con caracteristicas que pueden ser
aprovechadas en diversos proyectos que le pueden dar valor agregado (Mahmod et al., 2023).

Los procesos que realizan un aporte de efluentes al sistema de tratamiento de aguas residuales
se muestran a continuacion en la Figura 2. Segun Sangucho & Rodriguez (2018), por cada tonelada de
fruto procesado se producen aproximadamente 0,648 toneladas de agua residual, con un caudal de
0,428 m3 por tonelada al dia.

Figura 2

Diagrama general del proceso y destino de efluentes de la extraccion de aceite de palma.
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Nota. Informacién obtenida de Deb, N., Alam, M. Z., Al-khatib, M. F. R., & Elgharbawy, A. (2019).
Development of Acid-Base-Enzyme Pretreatment and Hydrolysis of Palm Qil Mill Effluent for Bioethanol
Production. Liquid Biofuel Production, 197-217.

Durante el proceso de esterilizacién, se produce un condensado que contiene materia organicay
se considera un efluente de vapor (Bernal, 2001). Mientras que en el proceso de desfrutado aunque no
se utilice agua, la fruta de palma llega con humedad, generando desechos liquidos que contienen
residuos organicos y sdlidos (ASOBANCA, 2022). En las etapas de digestion, prensado y clarificacion se

generan residuos sélidos y liquidos. Los residuos solidos incluyen fibras y nueces, mientras que el residuo
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liguido estd compuesto por una mezcla de aceite, agua y lodo. Es necesario gestionar y tratar
adecuadamente estos residuos para minimizar su impacto ambiental (Garzén et al., 2015).
Composicion y caracteristicas

El POME presenta una serie de caracteristicas fisicas y quimicas que requieren una atencién
especial en su tratamiento y gestidn. Una de las mas evidentes es su color oscuro, que varia desde
tonalidades marrones hasta negras. Este color se debe a la presencia de compuestos organicos, como
acidos grasos libres y pigmentos naturales presentes en la fruta de palma (Velayuthan, 2016). El olor del
POME también es distintivo, descrito por Wakil et al. (2013) como rancio y subjetivamente dulce. Este
aroma se origina por la presencia de compuestos organicos en descomposicion, que pueden liberar
gases.

En cuanto a las propiedades quimicas, el POME tiende a tener un pH acido, con un rango
aproximado de 4 a 6, estos valores pueden dificultar los procesos biolégicos de tratamiento del efluente
y contribuir a la liberacidon de compuestos toxicos. Otra caracteristica relevante es la temperatura, el
efluente sale caliente debido al calor generado durante todo el proceso de extraccion. Las temperaturas
del efluente pueden oscilar entre los 50°C y 80°C (Deb et al., 2019).

Segun los investigadores Sangucho & Rodriguez (2018) el POME presenta un alto contenido de
materia organica, que incluye grasas, aceites y diversos compuestos organicos. Es importante tener en
cuenta que las caracteristicas pueden variar segun el proceso de extraccion utilizado, la madurez de los
frutos y las practicas de gestion en la planta de procesamiento.

Todas las caracteristicas mencionadas son relevantes en el efluente, ya que presentan un
potencial para ser aprovechadas en diferentes proyectos de valorizacidn. En este contexto, se destaca el
estudio realizado por Deb et al. (2019) que se centrd en analizar las principales caracteristicas fisico-
guimicas del POME (Tabla 1), las cuales se identificaron como fuente potencial para producir productos

gue generen bioenergias renovables.
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Tabla 2

Caracteristicas quimicas del efluente de extraccion de aceite de palma.

Parametro Promedio
pH 4.7
Aceite y grasa (mg/L) 4000
DBO (mg/L) 25000
DQO (mg/L) 50000
SST (mg/L) 40500
Azucar total (g/L) 3.00
Azucar reductor (g/L) 11.26
Celulosa (%) 39.56
Hemicelulosa (%) 23.33
Lignina (%) 25.02
Nitrégeno total (mg/L) 750

Nota. Adaptado de Deb, N., Alam, M. Z., Al-khatib, M. F. R., & Elgharbawy, A. (2019). Development of
Acid-Base-Enzyme Pretreatment and Hydrolysis of Palm QOil Mill Effluent for Bioethanol Production.
Liquid Biofuel Production, 197-217.
Impacto ambiental

Es importante destacar que, si bien la industria de aceite de palma tiene beneficios econdmicos,
también ha sido objeto de preocupaciones ambientales y sociales debido a la deforestacién, la pérdida
de biodiversidad y los posibles impactos en las comunidades locales. Por lo tanto, se requiere un
enfoque equilibrado que promueva practicas sostenibles y mitigacién de impactos negativos (Tan et al.,
2021).

Debido a la alta demanda de agua en el proceso de extraccion de aceite de palma, se generan

grandes cantidades de desechos liquidos. Estos efluentes se convierten en un foco de contaminacion
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debido a la alta carga orgdnica que contienen, lo cual requiere la implementacién de sistemas de
tratamiento de aguas residuales. Sin embargo, estos sistemas tradicionales presentan desafios, como la
necesidad de grandes extensiones de terreno y la emisidn de gases contaminantes al ambiente (M. Z.
Alam et al., 2009).

Para abordar el impacto ambiental de manera correcta, es necesario implementar sistemas de
tratamiento adecuados que utilicen procesos fisico-quimicos, bioldgicos o una combinacién de ambos.
Estos sistemas tienen como objetivo reducir la carga de contaminantes presentes en el efluente y
permitir su descarga segura una vez tratado (Loh et al., 2019).

Ademas de la carga organica, el efluente contiene una cantidad significativa de sdlidos
suspendidos, como residuos de fruta, fibras y otros materiales no disueltos. Estos sélidos pueden
comprometer la calidad del agua, obstruyendo los sistemas de tuberias y favoreciendo la proliferacién de
microorganismos no deseados (GREPALMA, 2019; Loh et al., 2019). Por lo tanto, es esencial llevar a cabo
una adecuada separacion y tratamiento de estos sdélidos con el fin de minimizar su impacto ambiental y
asegurar que el agua liberada cumpla con los estandares establecidos (Garzén et al., 2015). Asimismo,
para regular la temperatura del efluente se deben aplicar practicas de enfriamiento antes de su descarga
o tratamiento posterior.

La gestidon adecuada del efluente POME es fundamental para cumplir con las regulaciones
ambientales y promover la sostenibilidad en la industria del aceite de palma.

Tratamiento y valorizacion del efluente

Métodos convencionales para el tratamiento

Los métodos convencionales de tratamiento del efluente POME se han utilizado ampliamente
para abordar los desafios ambientales asociados con este residuo generado durante el proceso de
extraccion de aceite de palma. Estos métodos buscan reducir la carga de contaminantes y permitir la

reutilizacién o descarga segura del efluente tratado (Pelaez & Trsitan, 2022).
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El tratamiento fisico-quimico es uno de los métodos convencionales mas comunes para tratar el
efluente. Este enfoque se basa en procesos de coagulacién, floculacién, sedimentacidn y filtracion para
eliminar las particulas suspendidas, los sélidos y los compuestos orgdnicos presentes en el efluente (Cala
et al., 1999). Mediante el uso de productos quimicos, se promueve la formacion de floculos mas grandes
gue pueden ser separados mas facilmente, mejorando asi la calidad del efluente tratado (Rodriguez,
2021a).

También existe el tratamiento bioldgico, el cual se centra en el uso de microorganismos y
procesos bioldgicos para degradar la materia orgdnica presente en el efluente POME. Los sistemas de
tratamiento bioldgico incluyen reactores anaerdébicos, reactores aerdbicos y lagunas de estabilizacion. En
los reactores anaerdbicos, los microorganismos descomponen la materia organica en condiciones de
ausencia de oxigeno, produciendo biogas como subproducto. En los reactores aerdbicos, los
microorganismos utilizan oxigeno para descomponer los compuestos organicos (Pelaez & Trsitan, 2022).
Las lagunas de estabilizacion permiten la descomposicién natural de los contaminantes mediante la
acciéon combinada de microorganismos y la luz solar (Haan & Takriff, 2022).

En muchos casos, se emplea un enfoque de tratamiento combinado que integra tanto procesos
fisico-quimicos como bioldgicos. Este enfoque aprovecha las fortalezas de ambos métodos para lograr
una mayor eficiencia en la eliminacion de contaminantes (Pelaez & Trsitan, 2022). Por ejemplo, se puede
aplicar un proceso de coagulacién y floculacion para reducir la carga de sdélidos suspendidos, seguido de
un tratamiento bioldgico para la degradacion de la materia organica remanente (Pulido, 2009).

Es importante destacar que si bien los métodos convencionales de tratamiento del efluente
POME han demostrado ser efectivos para reducir la carga de contaminantes, todavia existen desafios
asociados con su implementacién (Loh et al., 2019). Estos desafios incluyen la gestion adecuada de los

residuos generados durante el tratamiento, la optimizacion de los procesos para mejorar la eficienciay la
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necesidad de considerar aspectos econdmicos y ambientales en la seleccion de los métodos de

tratamiento mas adecuados (Haan & Takriff, 2022).

Valorizacion y aprovechamiento del efluente

La valorizacién y aprovechamiento del efluente es un aspecto crucial en la gestion sostenible de
los residuos. En lugar de considerar el efluente como un desecho contaminante, se busca identificar
oportunidades para agregar valor y utilizarlo de manera beneficiosa (Soria, 2019).

Existen diversas estrategias para la valorizacidn del efluente, que van desde su tratamiento para
su reutilizacidn en procesos industriales, hasta la generacion de energia o la produccién de subproductos
de valor (D. Zambrano, 2011). Estas practicas no solo contribuyen a reducir el impacto ambiental del
efluente, sino que también pueden generar beneficios econdmicos y sociales. Segun Anaya y Molina
(2018), el efluente puede ser aprovechado de diversas formas, contribuyendo a la valorizacion de este
residuo. Mediante la digestidon anaerdbica, se genera biogds, una mezcla de metano y didxido de
carbono que puede ser utilizado como fuente de energia renovable (Tigse, 2015). Ademas, el efluente
puede ser empleado como materia prima para la produccién de bioetanol, un combustible sostenible
gue reduce las emisiones de gases de efecto invernadero (Wakil et al., 2013). También es posible
obtener productos de valor afiadido a través de procesos de extraccidn y purificacion de compuestos
organicos presentes en el efluente (Al-Dhabi et al., 2020). Por ultimo, se puede recuperar nutrientes
esenciales para la fertilizacién de cultivos, cerrando el ciclo de nutrientes y reduciendo la dependencia
de fertilizantes quimicos sintéticos (Malacatus et al., 2019; D. Zambrano, 2011). Estas aplicaciones
demuestran el potencial del efluente como una fuente valiosa y versatil, contribuyendo a la economia
circular y a la sostenibilidad ambiental.

Tras conocer las diversas aplicaciones del efluente y su potencial para la valorizacion, es
relevante destacar la produccién de bioetanol como una opcidn sostenible y prometedora. El proceso de

conversion del efluente en bioetanol involucra etapas de fermentacion y destilacion que permiten
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transformar los componentes orgdnicos del efluente en un biocombustible renovable (Alam et al., 2007,
Zamora et al., 2014). Esta alternativa no solo contribuye a reducir las emisiones de gases de efecto
invernadero, sino que también aprovecha un subproducto residual, promoviendo la gestidn eficiente de
los desechos y fomentando la sostenibilidad en la industria (Wakil et al., 2013).
Bioetanol

El bioetanol es un compuesto orgdnico de naturaleza alifatica, presenta un grupo hidroxilo y se
representa quimicamente mediante la férmula C;HgO. Es un biocombustible ampliamente utilizado como
alternativa sostenible a los compuestos fésiles (Gomez, 2016). Se obtiene a partir de procesos
fermentativos de materiales organicos con contenido de azucares simples, como cultivos agricolas,
biomasa lignocelulésica o residuos de la agroindustria (L. Silva et al., 2012).

Segln Santos (2018), el etanol puede clasificarse en dos categorias principales en funcién de su
origen. El etanol de primera generacién se produce a través de la fermentacion alcohélica de azucares y
almidones presentes en fuentes como la cafia de azucar o la remolacha (Morales et al., 2010). Sin
embargo, debido a las preocupaciones relacionadas con la seguridad alimentaria, se estan buscando
activamente alternativas para la produccion de etanol que no involucren el uso de cultivos alimentarios
(Alejos & Calvo, 2015). Por otro lado, el etanol de segunda generacién se produce a partir de biomasa no
alimentaria, como residuos agricolas liquidos o sélidos. Estos desechos contienen celulosa y
hemicelulosa, que pueden ser descompuestos en azucares fermentables a través de procesos de
pretratamiento e hidrdlisis enzimatica (Morales et al., 2010). La utilizacidon de biomasa no alimentaria
para la produccién de bioetanol ofrece ventajas significativas al utilizar recursos renovables y

abundantes.
Obtencion de etanol de segunda generacion
La produccion de etanol de segunda generacion comprende cuatro procesos, los cuales son:

pretratamiento, hidrélisis enzimatica, fermentacion y destilacidn, estos en el caso de usar la biomasa
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como tal, si se pretende usar el efluente del proceso de extraccién de aceite se evita los dos pasos
iniciales, ya que, los racimos de fruta fresca de palma ya fueron previamente procesados y el agua
residual que se produce contiene azlcares disponibles para la fermentacién (Bastidas, 2013; Wakil et al.,
2013). A continuacidn, se define los pasos para la obtencién de etanol a partir de aguas residuales.

Fermentacion: Durante la fermentacion, las levaduras consumen los azlcares fermentables del
efluente, como la glucosa y la sacarosa, mediante un proceso metabdlico conocido como fermentacién
alcohdlica. Este proceso produce etanol como producto principal, junto con pequefias cantidades de
otros subproductos, como glicerol y compuestos volatiles (Zalduegui, 1975).

La reaccion que expresa lo antes mencionada es la siguiente:

fermentacion
CeH1204 - 2C,H;0H + 2C0,

La eficiencia de la fermentacién depende de varios factores, como la concentracién de azucares
en el efluente, la temperatura, el pH, la disponibilidad de nutrientes y la cepa de levadura utilizada. Es
importante optimizar estas condiciones para obtener una alta produccién de bioetanol y minimizar la
formacion de subproductos no deseados.

La adicidn de levaduras comerciales, como Saccharomyces cerevisiae, puede ser beneficiosa para
mejorar la eficiencia de la fermentacion en la produccion de bioetanol a partir del efluente de la
extractora agricola Rio Manso S.A. Esta especie de levadura es ampliamente utilizada en la industria de
alimentos debido a su capacidad para fermentar azlcares y participar en la elaboracién de bebidas
alcohdlicas y productos de panaderia (Castillo, 2016). La eleccion de Saccharomyces cerevisiae se basa
en su capacidad para tolerar altas concentraciones de etanol y su habilidad para utilizar eficientemente
azucares fermentables de seis carbonos, como la glucosa, presentes en el efluente. Esto implica que la
levadura puede metabolizar estos azucares y convertirlos en etanol de manera efectiva.

Saccharomyces cerevisiae, requiere de ciertos factores de crecimiento clave para lograr una

fermentacion eficiente. Algunos de los factores mas importantes son:
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e Oxigeno: Este tipo de levadura es capaz de realizar fermentacién en ausencia de oxigeno
(fermentacion anaerdbica), pero la presencia inicial de oxigeno es fundamental para la sintesis
de compuestos esenciales, como esteroides y acidos grasos, que son necesarios para un
crecimiento saludable de las células de levadura. Sin embargo, una vez que la fermentacién
comienza y la disponibilidad de oxigeno disminuye, la levadura cambia su metabolismo hacia la
produccidn de etanol (Vallejo, 2009).
e Temperatura: en el caso de esta especie de levaduras el rango dptimo de temperatura para el
crecimiento es 25 — 37° C. Temperaturas muy bajas o muy altas pueden afectar su crecimiento y
actividad enzimatica (Suarez et al., 2016).
e Concentracion de iones de hidrégeno: El pH para el crecimiento de la levadura Saccharomyces
cerevisiae resulta favorable cuando se encuentra entre 4.5 — 6.5 (Suares et al., 2015).
Verificacion de fermentacion: La verificacién del proceso de fermentacién involucra la
determinacién de los grados Brix y los azlcares reductores, segin lo menciona Robles et al. (2016). Los
grados Brix se utilizan para expresar la concentracién de sacarosa en una solucién, como se puede
observar a continuacién:
grado Brix (°Bx) = 1 g sacarosa/100g de solucion

La sacarosa, un disacarido compuesto por una molécula de glucosa y una de fructosa. Durante el
proceso de fermentacidn, las levaduras utilizan la sacarosa como fuente de energia. La sacarosa se
descompone en sus componentes basicos, glucosa y fructosa, gracias a la accidon de enzimas especificas
producidas por las levadura (Février, 2004).

Para medir los grados Brix, se emplea un refractdmetro, un instrumento que permite determinar
la cantidad de sacarosa presente en la solucion a través de la medicidn del indice de refraccidn de la
muestra. Al realizar mediciones de los grados Brix durante el tiempo de fermentacidn, es posible

monitorear el consumo de sacarosa y evaluar el avance del proceso (Yanez et al., 2020).
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Para la cuantificacidn de azlcares reductores, se utiliza el espectrofotometro, empleando la
glucosa como molécula de referencia. A través de una reaccidn quimica colorimétrica con el reactivo
DNS (3,5-dinitrosalicilico), se genera un cambio de color (Figura 3), el cual se cuantifica
espectrofotométricamente, obteniendo una lectura de absorbancia (Burgos, 2020). Al comparar la
absorbancia de la muestra con una curva de calibracién previamente construida, se puede determinar la

concentracion de aztcares reductores presentes en la muestra desconocida (Avila et al., 2012).

La glucosa es un monosacarido y constituye una de las principales fuentes de energia utilizadas
por las levaduras durante el proceso de fermentacién. Estos microorganismos consumen la glucosa y
otros azlcares presentes en el efluente como sustratos para obtener energia y llevar a cabo sus procesos
de crecimiento y reproduccidn. La conversiéon de la glucosa y otros azucares es mediada por enzimas
especificas producidas por las levaduras, las cuales los descomponen en productos finales como etanol y

dioxido de carbono, contribuyendo asi al proceso de fermentacién (Février, 2004).

Figura 3

Conversion de azucares reductores mediante DNS.
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Nota: Figura tomada de (Olivares, 2017). Estudio de las condiciones de hidrdlisis sobre polisacaridos
pépticos y su aplicacidn en la determinacion de azlcares neutros por cromatografia liquida (Vol. 87,

Issue 1,2). Universidad de Valparaiso-CHILE.
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Destilacion: Una vez finalizada la fermentacion, es necesario extraer el etanol del caldo de
fermentacion mediante un proceso de destilacion simple, el cual se basa en las diferencias de puntos de
ebullicién de los componentes de una solucién. Al aplicar calor, los componentes mas volatiles, como el
alcohol, se evaporan y se concentran en una fase de vapor. Al enfriarse, este vapor se condensa y se
convierte en liqguido nuevamente (Arias et al., 2018). Durante el proceso de destilacién, es fundamental
considerar que el etanol posee un punto de ebullicién cercano a los 78 °C. Por ende, es esencial llevar a
cabo la destilacién a temperaturas cuidadosamente controladas dentro de un rango de 78 °Ca 85 °C

para lograr una separacion eficiente del etanol de la mezcla agua-etanol (V. Silva & Arévalo, 2009).

La variaciéon en la temperatura de destilacidn puede ser influenciada por la composicién quimica
de la mezcla, especialmente por la presencia de otros alcoholes, compuestos organicos e impurezas.
Cada componente de la mezcla puede tener su propio punto de ebullicidn y afectar la temperatura

requerida para separar el etanol con precisién (Bastidas, 2013).

Capitulo lll: Metodologia

Responsable del Proyecto
La persona a cargo del proyecto es la sefiorita Stefany Nicole Recalde Villalba, estudiante de la

carrera de Ingenieria en Biotecnologia en la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
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Periodo de investigacion
El proyecto contempld los meses de mayo de 2023 hasta agosto 2023, con una duracidn de 4

meses.

Localizacion geografica

El presente proyecto de investigacidn se desarrolld en el Laboratorio ambiental de la Extractora
Agricola Rio Manso S. A., ubicado en Km 41 via Santo Domingo - Quevedo, Cddigo postal 121051,
Parroquia Patricia Pilar, Cantdn Buena Fé, Provincia Los Rios.

Figura 4

Ubicacion geogrdfica de la planta Extractora Agricola Rio Manso.

Nota. Imagen obtenida de Google Maps (2023). Extractora Rio Manso Exa S.A., coordenadas -

0.5365788,-79.3928787

Muestreo
Se recolectaron muestras del efluente directamente del tanque florentino de la Extractora
Agricola Rio Manso S.A. (Figura 4). Para garantizar la integridad de las muestras, se utilizaron recipientes

de polipropileno. Durante el proceso de recoleccidn, se tomaron precauciones de seguridad, como el uso
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de guantes, para evitar quemaduras debido a la alta temperatura del efluente. El acceso al tanque se
realizd a través de la valvula externa, siguiendo las precauciones y normas de seguridad establecidas por
la Organizacion Internacional del Trabajo (OIT, 2020) para garantizar un muestreo adecuado.

Figura 5

Tanque florentino de la Extractora Agricola Rio Manso.

Caracterizacion

Para caracterizar el efluente, se recolectaron diez muestras en diferentes momentos y dias para
obtener datos representativos y confiables. Cada muestra se sometié a analisis de pH, temperatura,
grados Brix y azlcares reductores. Con esta informacion, se conocerd las principales propiedades

fisicoquimicas del POME.

Determinacion de acidez (pH) y temperatura

Se utilizé un medidor multiparamétrico con una sonda de electrodo (HANNA®) para determinar
el pH y la temperatura del efluente. Tras encender y calibrar el equipo, se colocé la muestra en un vaso
de precipitacion y se sumergid parcialmente el electrodo. Se esperd aproximadamente de uno a dos
minutos para que el medidor se estabilizara y se obtuvieran lecturas precisas. Se registraron las

mediciones obtenidas y se procedid a limpiar el electrodo con agua destilada para su posterior uso. Estos
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analisis se realizaron siguiendo el método oficial de la AOAC (Official Methods of Analysis) Internacional

utilizando la técnica electrométrica (AOAC, 1990) .

Determinacion de grados Brix

Las mediciones de los grados Brix se utilizaron para determinar el contenido de sacarosa en las
muestras, y se llevaron a cabo mediante el uso de un refractdmetro manual. Antes de comenzar las
mediciones, se limpié la superficie de la placa y se verificd que el prisma estuviera libre de residuos.
Luego, se procedidé a calibrar el refractdmetro utilizando soluciones de sacarosa con concentraciones
conocidas. Para realizar las mediciones, se colocaron dos gotas de muestra sobre el prisma del
refractémetro y se cerrd la tapa suavemente para asegurar una distribucion homogénea de la sustanciay
evitar la formacion de burbujas de aire, lo cual podria haber afectado la precisién de los resultados
obtenidos (Herbas, 2011).

El refractdmetro se mantuvo bajo una fuente de luz para visualizar la escala a través del ocular.
El valor a leer correspondia a la linea limite claro/oscuro observada en la escala. Se ajustd y precisé la

escala girando suavemente el ocular (Yanez et al., 2020).

Cuantificacion de azucares reductores
Para cuantificar los azucares reductores presentes en la muestra, se utilizdé el método DNS

desarrollado por Miller (1959). En este método, se emplea la glucosa como un estandar de referencia.

Preparacion de reactivo DNS

En primera instancia, se forrd con aluminio un baldn aforado de 50 mL para evitar que el
reactivo recibiera luz, ya que es fotosensible y podia degradarse durante su proceso de realizacion.
Posteriormente se cred una cama de agua destilada en el balén y se agregaron 0,8 g de hidroxido de
sodio (NaOH). Luego, se afiadieron 15 g de tartrato de sodio y potasio (KNaC4H40¢-4H,0) vy, finalmente,
0,5 g de acido 3,5-dinitrosalicilico (C7H4sN,07). Se completd el volumen con agua destilada hasta el aforo y

se colocd un imdn para agitar la mezcla (Montanez, 2020). La solucidn se mantuvo en agitacidn durante
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20 minutos. El reactivo recién preparado se colocd en un recipiente ambar y se procedid a poner en

refrigeracién hasta su préximo uso (Avila et al., 2012).

Disefo de curva de calibracion

Se prepararon una serie de soluciones de glucosa con concentraciones conocidas (0,5 a 3 g/L)
para construir una curva de calibracién. Para cada concentracidn, se pesé la cantidad correspondiente de
glucosa y se disolvié en un volumen conocido de agua destilada para obtener la concentracién deseada.
Las soluciones se agitaron cuidadosamente hasta que la glucosa se disolviera por completo (Bello et al.,
2006). Estas soluciones de glucosa se utilizaron posteriormente para realizar las mediciones y construir la

curva de calibracidn.

En tubos de ensayo se adicionaron 0,5 mL de solucién conocida de glucosa y 0,5 mL del reactivo
DNS. Los tubos se colocaron en un bafio de agua a 100 2C durante 5 minutos. Luego, se dejaron enfriar
en agua helada hasta alcanzar la temperatura ambiente y se afadieron 2,5 mL de agua destilada. La
solucidn se agitd y se realizé la lectura de absorbancia a 540 nm utilizando un espectrofotémetro (Bello
et al., 2006; Burgos, 2020). La Tabla 3 muestra en resumen las cantidades agregadas de glucosa, reactivo
y agua destilada para cada muestra:

Tabla 3

Metodologia para elaborar la curva patron de glucosa.

Concentracion (g/L)

Reactivo Blanco
0,5 1 1,5 2 2,5 3
Glucosa (mL) - 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Agua (mL) 0,5 - - - - - -
Reactivo DNS (mL) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Agua destilada (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
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Preparacion de la muestra

Para cuantificar los azlcares reductores presentes en el efluente, se realiz6 una centrifugacion a
3000 rpm durante 5 minutos. Este paso permitié separar los lodos presentes en la muestra y evitar
posibles interferencias en el resultado (IDEAM, 2020). Posteriormente, se procedié a filtrar la muestra
utilizando papel filtro de 11 um para eliminar cualquier particula sélida. Por ultimo, se llevé a cabo una
dilucién (5) para obtener una concentracién adecuada que se ajuste a la curva de calibracién (Bello et
al., 2006).

Una vez obtenida la ecuacion de la recta de la curva de calibracidn y preparada la muestra del
efluente, se procedié a medir la absorbancia siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Sin
embargo, en lugar de utilizar la solucidn patrén de glucosa, se empled la muestra del efluente para

determinar la concentracién de azucares reductores presente en dicha muestra.

Fermentacién

Para esta fase se recolectd cuatro litros de efluente del tanque florentino. Luego, se llevd a cabo
la caracterizacién de la muestra para verificar si cumplia con las condiciones necesarias para la
fermentacion. Durante este proceso de evaluacidn, se identificd que la temperatura de la muestra no se
encontraba dentro del rango requerido. Para resolver este inconveniente, se optd por enfriar la muestra
a temperatura ambiente utilizando un magneto y plancha de agitacion. Método adaptado de (Isla et al.,
2013; Wakil et al., 2013).
Activacion de levaduras

Para este paso, se adaptd el método propuesto por Isla y sus colaboradores (2013).La activacion
de las levaduras se realizé utilizando efluente y recipientes de vidrio previamente desinfectados. En cada
recipiente, se afiadieron 20 mL de efluente a temperatura ambiente. Se seleccionaron tres marcas de
levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae) y se pesaron 1,5 gy 3,5 g de cada tipo. Estas cantidades

se agregaron a los recipientes con el efluente. Luego se procedid a agitar la mezcla para asegurar una



47

distribucidn uniforme de la levadura en el efluente, formando una espuma en la superficie. Luego, se
permitio que las levaduras se activaran durante 30 minutos, observando el aumento en el volumen de la
espuma como indicador de la fermentacién en proceso.
Control de fermentacion

Después de la activacién de las levaduras, se procedié a afiadir nuevamente efluente a cada
recipiente hasta alcanzar un volumen final de 100 mL. Para permitir la liberacion de diéxido de carbono
generado durante la fermentacidn y evitar la contaminacidn, se sellaron parcialmente los recipientes con
tapas de aluminio. Luego, las muestras fueron colocadas en una incubadora a una temperatura
constante de 30 °C durante un periodo de 22 dias. Este ambiente controlado proporciond las condiciones
Optimas para el proceso de fermentacion.

Para monitorear el proceso de fermentacidn y obtener informacién especifica sobre el tipo de
levadura, su concentracién y el tiempo éptimo necesario para completar la fermentacion, se realizaron
analisis periddicos de las muestras. Estos analisis se llevaron a cabo cada 2 dias durante 22 dias. Los
parametros medidos fueron el contenido de grados Brix y la concentracién de azlcares reductores,
utilizando los métodos previamente mencionados (Robles et al., 2016). El seguimiento continuo de estos
parametros nos permitié identificar el dia en que los valores de grados Brix y azlcares reductores
alcanzaron la estabilizacidn, lo cual indicaria el tiempo éptimo para completar el proceso de
fermentacion.

Con el objetivo de determinar el tratamiento mas eficiente, se llevd a cabo un anlisis estadistico
basado en el consumo de glucosa y la variacion de grados Brix (Ardila & Cuadros, 2021). Para calcular

estos valores, se utilizaron las siguientes ecuaciones:

Consumo de glucosa (g/L) = (Concentracién inicial — Concentracion final) (g/L)

Consumo de °Brix = (°Brix inicial — °Brix final)
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Cabe destacar que tanto la concentracién final de glucosa como los grados Brix finales se
refieren a los valores registrados en el momento en el que la fermentacidn llegd a estabilizarse. Este
enfoque nos permitié obtener informacidn precisa y comparativa sobre el rendimiento de los diferentes

tratamientos durante el proceso de fermentacion.

Anadlisis estadistico

El procedimiento experimental se llevd a cabo con el objetivo de evaluar las condiciones dptimas
de fermentacidn. El analisis estadistico se realizé utilizando el software Minitab, donde se empled el
consumo de glucosa y los grados Brix como medidas clave. Se realizé analisis de varianza con un nivel de
confianza del 95%. Posteriormente, para verificar las diferencias significativas entre los tratamientos, se

llevé a cabo la prueba Tukey.

Unidad experimental
La unidad experimental serd el efluente emitido por el proceso de extraccién de aceite de palma

de la extractora Rio Manso S.A.

Factores de estudio

Los factores de estudio en esta investigacién incluyen las diferentes marcas de levaduras
comerciales y su variacion de concentracion en la fermentacidn del efluente. Para una mejor apreciacion
de estos factores, se presenta la siguiente tabla que muestra los pardmetros de evaluacidn asociados a
cada factor.

Tabla 4

Factores de estudio y pardmetros de evaluacion.

Factores de estudio Parametros de evaluacion Descripcion
e Azlcares Reductores e Azlcares reductores: Representa
Marcas de levaduras e Grados brix la Glucosa que se reduce durante

comerciales




49

la fermentacion, convirtiéndose

Variacioén de en alcohol y diéxido de carbono.
concentracion de e Grados Brix: Medida de |la
levaduras concentracidon de sacarosa s en

una solucion.

Tratamientos

Para el presente proyecto, se seleccioné un disefio factorial 3x2 con el objetivo de evaluar las
diferencias en los grados Brix y los azucares reductores durante la fermentacidn a lo largo del tiempo. En
este disefio, se llevaron a cabo seis tratamientos utilizando tres marcas distintas de levadura comercial y
dos niveles de concentracion. Con el fin de obtener resultados mas confiables, se realizaron cinco
réplicas del experimento, tal como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5

Disefio factorial 3x2 para la cuantificacién de grados Brix y azticares reductores del efluente.

Tipode Concentracion Tiempo (dias)
levadura (s/L) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
15 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
A 35 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
15 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
° 35 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
15 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
‘ 35 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Esquema de andlisis de varianza

El andlisis de varianza se llevara a cabo utilizando un ANOVA de 2 factores, tal como se muestra
en la Tabla 3, para un disefio factorial 3x2. Este esquema se utilizara tanto para el consumo de grados
Brix como para azucares reductores.

Tabla 6

Esquema de ANOVA de dos factores para el disefio experimental factorial 3x2.
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Fuente Grados de libertad Grados Brix Azucares reductores
Tipo de levaduras (a) a-1 2 2
Concentracion de b-1 1 1
levaduras(b)
Efecto ab (a-1) (b-1) 2 2
Error (e) a.b (n-1) 24 24
Total a.b.n-1 29 29

Se realizé una prueba post hoc para comparar las medias de los grupos. En este andlisis, se
utilizé la prueba de Tukey con un nivel de significancia establecido en p < 0,05. Esta prueba estadistica

fue adecuada para detectar diferencias significativas entre las medias de los grupos.

Después de determinar el tratamiento mas eficaz para la fermentacion mediante andlisis
estadistico, se realizé un ANOVA de un solo factor con el tratamiento control (efluente sin levadura),
como se puede observar en la Tabla 7. Posteriormente, se llevd a cabo la prueba Tukey para obtener las

comparaciones entre los tratamientos.

Tabla 7

Esquema de ANOVA de un solo factor para tratamiento optimo y control.

Fuente Grados de libertad Grados Brix Azucares reductores
Tratamiento (k) k-1 1 1
Error (e) N-k 8 8
Total N-1 9 9

Obtencion de etanol
Destilacion simple
Una vez establecido el proceso de fermentacion del efluente, se procedié a realizar la

destilacién. Para ello, se montd un equipo de destilacién simple que incluia un matraz de destilacién con
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termdmetro incorporado y un condensador conectado parcialmente inclinado. Se verificé que todas las
conexiones estuvieran bien ajustadas y libres de fugas (V. Silva & Arévalo, 2009).

Se tomd una muestra de 150 mL del efluente fermentado y se realizé centrifugacién y filtracion
para eliminar cualquier sedimento que pudiera retrasar el proceso de destilacién. Posteriormente, la
muestra se agregd al matraz de destilacidon y se conecté al equipo de destilacion previamente montado.
La destilacion se llevd a cabo utilizando como fuente de calor una hornilla eléctrica, se mantuvo una
temperatura de destilacion entre 70-80 °C (Ardila & Cuadros, 2021). El proceso de destilacidn se
prolongd durante 4 dias con el objetivo de obtener un total de 20 mL de muestra destilada, la cual se
guardd en un recipiente hermético.

Es importante mencionar que durante todo el proceso se mantuvo un monitoreo constante de la
temperatura y se realizaron los ajustes necesarios para mantenerla dentro del rango deseado.
Cuantificacion de grado alcohdlico

La muestra destilada se envié al laboratorio de analisis instrumental de la Escuela Politécnica
Nacional para determinar el porcentaje de etanol presente. Este analisis se realizé utilizando la técnica
de cromatografia de gases, la cual permite separar y cuantificar los componentes presentes en una

muestra.

Capitulo IV: Resultados

Caracterizacion fisicoquimica del efluente
En la caracterizacidn del efluente, se analizaron un total de 10 muestras para evaluar sus
propiedades fisicoquimicas. Se llevaron a cabo diferentes analisis, entre ellos el pH, la temperatura, los

grados Brix y azlcares reductores.
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Curva de calibracion de glucosa

Para cuantificar los azucares reductores, se utilizd una curva de calibracién de glucosa (Figura 6),
donde se observa una alta correlacion entre los datos experimentales y la linea de regresién (R*= 0,998).
La ecuacidn de la recta obtenida a partir de esta curva permitié determinar las concentraciones de
azucares reductores en las muestras del efluente.

Figura 6

Curva patron de glucosa para la determinacion de azucares reductores.

Curva de Calibracién de Azicares reductores
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Resultados de andlisis fisicoquimicos

En la Tabla 7 se presentan las medias de los resultados obtenidos en los andlisis de
caracterizacion. Se observa que el efluente tiene un pH de 4,82, lo cual indica un ambiente acido.
Ademas, se encontraron concentraciones promedio de 13,72 g/L de glucosa y 5,9° Brix. Es importante
destacar que la temperatura del efluente se registrd en un valor alto de 72,84°C. Estos resultados
brindan informacidn relevante sobre las condiciones de fermentacion del efluente.

Tabla 8

Media descriptiva de los pardmetros de caracterizacion fisicoquimica del efluente.

Variable N Media
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Temperatura 10 72,84
Acidez (pH) 10 4,82
°Brix 10 5,91
Azucares reductores (g/L) 10 13,72

Fermentacion

En esta etapa del estudio, se agregaron levaduras comerciales de diversas marcas y
concentraciones al efluente, se les asignaron etiquetas utilizando la siguiente nomenclatura (Obsérvese
la Tabla 8).

Tabla 9

Descripcidn de levaduras utilizadas en estudio.

Nomenclatura N Marca de levadura  Concentracion (g/L)
Control 5 Sin levaduras 0
A15 5 Fermipan 15
A35 5 Fermipan 35
B15 5 Instant Success 15
B35 5 Instant Success 35
C15 5 Saf-instant 15
C35 5 Saf-instant 35

Con el fin de monitorear el proceso de fermentacion se realizaron controles periddicos cada dos
dias para medir los niveles de azlcares reductores y grados Brix, ya que la reduccién de estos
parametros a lo largo del tiempo, como lo mencionan (Becerra, 2014; N. Mufoz et al., 2018; Puerta,
2012) ,son indicadores de la progresion de la fermentacion.

Resultado de cuantificacion de aziicares reductores
En la Tabla 9 se muestran las medias obtenidas a partir de 5 repeticiones para cada nivel de
concentracion de levaduras. El propdsito de este analisis es determinar el punto maximo de

fermentacion en funciéon del tiempo transcurrido. Se puede observar que todos los tratamientos inician
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con una concentracién en el rango de 13 y 14 g/L de glucosa. Sin embargo, a partir del dia 18 al 22, las
muestras exhiben valores constantes por debajo de 4 g/L, excepto el tratamiento control, lo cual indica

estabilidad en el proceso de fermentacion (Figura 7).

Al analizar los datos, se destaca que los tratamientos A15 y A35 muestran una concentraciéon
media de 2,14 g/Ly 2,21 g/L, respectivamente, presentando una notable reduccién con respecto a su
concentracidn inicial. Por otro lado, los tratamientos B15 y B35 tienen concentraciones ligeramente mas
altas con 3,09 g/Ly 3,08 g/L. Por ultimo, los tratamientos C15 y C35 presentan las concentraciones mas

altas en esta etapa del proceso, con valores de 3,31 g/Ly 3,20 g/L, respectivamente.

Es importante resaltar que la muestra control presenta una curva diferente en la Figura 7, ya que
muestra concentraciones mayores en comparacion con los otros tratamientos. Al llegar al dia 18, el
tratamiento control alcanza una concentracién de 5,01 g/L, lo cual representa un ligero aumento en

comparacioén con las demas muestras.

Tabla 10

Media descriptiva de la concentracion de glucosa a lo largo del tiempo de fermentacion.

Tiempo (dias)
Tratamientos

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Control 13,81 13,00 12,20 9,97 821 7,22 7,01 6,04 5,10 5,01 5,01 4,99

Al5 13,87 11,58 9,61 851 7,73 6,73 5,23 4,03 293 2,14 2,14 2,14
A35 13,99 12,58 9,38 8,63 7,82 6,82 5,32 4,12 3,00 2,21 2,21 2,21
B15 13,73 11,36 9,87 8,75 8,06 7,56 6,06 4,88 3,88 3,09 3,09 3,09
B35 13,81 11,97 9,88 8,60 8,01 7,55 6,05 4,87 3,87 3,08 3,08 3,08
C15 13,69 11,71 9,79 8,82 8,37 7,82 6,32 5,10 4,10 3,31 3,31 3,31

C35 13,82 11,79 9,48 8,73 8,09 7,74 6,24 4,99 3,99 3,20 3,20 3,20




55

Figura7

Variacion de azucares reductores en el efluente a lo largo del tiempo de fermentacion.
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Resultado de determinacion de grados Brix

En la Tabla 10, se presentan las medias de los tratamientos sometidos al proceso de
fermentacion del efluente, contemplando su comportamiento en términos de grados Brix a lo largo del
tiempo (Figura 8). Se observa que los tratamientos comienzan con un promedio de 6,0 °Brix, con la
excepcion de B15 y C15, que presentan 5,9 °Brix. A simple vista, se puede notar que los tratamientos A15
y A35 alcanzan valores constantes de 4,0 °Brix a los 12 dias, mientras que los tratamientos B15, B35, C15

y C35 alcanzan ese valor a los 14 dias.

En la tabla y figura mencionadas anteriormente, se puede observar que el tratamiento control
alcanza su estabilidad de fermentacion a los 14 dias, al igual que los tratamientos B15, B35, C15 y C35,

pero con la diferencia de que llega con 5 °Brix en lugar de 4 °Brix.

Tabla 11

Media descriptiva de grados Brix a lo largo del tiempo de fermentacion.



Tiempo (dias)
Tratamientos

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Control 6,0 60 60 55 55 55 55 50 50 50 50 50

A15 60 59 55 55 50 45 40 40 40 40 4,0 4,0

A35 60 59 55 55 50 45 40 40 40 40 4,0 4,0

B15 59 59 55 55 50 50 40 40 40 40 4,0 4,0

B35 60 60 55 55 50 50 45 40 40 40 40 4,0

C15 59 59 55 55 50 45 45 40 40 40 40 4,0

C35 60 60 55 55 50 50 45 40 40 40 40 4,0
Figura 8

Variacion de grados Brix en el efluente a lo largo del tiempo de fermentacion.
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Dias
Con el objetivo de determinar qué tratamiento fue mas eficiente durante la fase de
fermentacion, se evalud el consumo de azucares reductores y grados Brix.
Resultado de consumo de azticares reductores
Respecto al consumo de azlcares reductores se determiné cada tratamiento a los 18 dias,
momento en el cual el proceso alcanzd su estabilidad. Los resultados se resumen en la Tabla 11, que

muestra las medias del consumo de glucosa para cada tratamiento.
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Al analizar los datos, se destaca que el tratamiento A35 muestra un notable agotamiento de
glucosa, con un valor de 11,78 g/L. De manera similar, el tratamiento A15 también presenta un consumo
de 11,73 g/L. Mientras que los demas tratamientos exhiben consumos de azlcares por debajo de los 11
g/L de glucosa.

Ademads, en el diagrama de barras de la Figura 9, se puede observar claramente como el
tratamiento control tiene el consumo de glucosa mas bajo, con 8,80 g/L, en comparacién con los
tratamientos que contienen levaduras.

Tabla 12

Media descriptiva del consumo de glucosa a los 18 dias de fermentacion.

Tratamientos  Consumo de glucosa (g/L)

Control 8,80
A15 11,73
A35 11,78
B15 10,64
B35 10,73
C15 10,39
35 10,62

Figura 9

Consumo de glucosa a los 18 dias de fermentacion del efluente.
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Resultado de consumo de grados Brix

La determinacién del consumo de grados Brix se llevé a cabo a los 12 dias (Tabla 12),

considerando como referencia el primer tratamiento que alcanzé la estabilidad en el proceso de

fermentacion. Los tratamientos A15 y A35 muestran la mayor diferencia de °Brix, con una variacion de 2,

seguidos de cerca por el tratamiento B15 con una diferencia de 1,9. Por otro lado, los tratamientos B35,

C15y C35 presentan diferencias de 1,5, 1,4 y 1,5 °Brix, respectivamente.

En la Figura 9, se puede apreciar visualmente esta variacion entre los tratamientos, destacando

especialmente la diferencia en el tratamiento control, que apenas registra un consumo de 0,5 °Brix.

Tabla 13

Media descriptiva del consumo de grados Brix a los 12 dias de fermentacion.

Tratamientos Consumo de °Brix
Control 0,5
A15 2,0
A35 2,0
B15 1,9
B35 1,5
C15 1,4
Cc35 1,5
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Figura 10

Consumo de grados Brix a los 12 dias de fermentacion del efluente.
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Resultados de andlisis de varianzas para consumo de glucosa y grados Brix
El analisis de varianza fue realizado entre los tratamientos que contenian levaduras para
determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre ellos y asi seleccionar aquel con un
mejor consumo y menor cantidad de levadura, evitando costos innecesarios. En la Figura 11 se
presentan los resultados del andlisis de varianza de dos factores para evaluar el efecto de la marca de

levadura, concentracién y su interaccidn en el consumo de azlcares reductores y grados Brix.

El analisis de los resultados reveld que la marca de levadura tuvo un impacto significativo en el
consumo de glucosa (Figura 11A) con un p-valor de 0,0. Por otro lado, la concentracion de levadura no
mostrd diferencias significativas en el mismo resultado, con un p-valor de 0,29. Ademas, no se encontré
una interaccion significativa entre la marca y la concentracién, con un p-valor de 0,81. Esto quiere decir
que, la eleccién de la marca de levadura resulta ser un factor importante a considerar, mientras que la
concentracidn y su interaccidn con la marca no presentan una influencia significativa en el resultado del

consumo de glucosa.
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En la Figura 11B, se puede observar que los resultados del consumo de grados Brix difieren del
consumo de azUcares reductores, ya que en este caso todos arrojaron un p-valor de 0,0. Esto indica que
tanto la marca de levadura como la concentracidn de levadura y su interaccidn tienen un impacto
significativo en el resultado del consumo de grados Brix. A diferencia del consumo de glucosa, donde

solo la marca de levadura mostré un efecto significativo

Figura 11
ANOVA de dos factores para, de izquierda a derecha, (A) Consumo de azucares reductores (glucosa), (B)

Consumo de grados Brix.

(A) (B)

Informacién del factor Informacion del factor

Factor Tipe  Niveles Valores Factor Tipo  Niveles Valores

Tipo Fijo IAERC concentracion  Fijo 215:35

concentracion  Fijo 21333 Tipo Fija 3 ABC

Analisis de Varianza Analisis de varianza para respuesta transformada

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp Fuente GL SCAjust.  MC Ajust. Valor F Valor p
Tipa 2 51425 437141 4342 0,00 concentracion 1 0,09062 0,000620 210299342 0,000
concentracion 1 01197 0,11967 1,19 0,286 Tipo 2 1,64680 0,823308 1910829362 0,000
Tipo*concentracion 2 00235 Q02177 022 0807 concentracion*Tipa 2 032785 0162827 380419415 0,000
Ermer 4 2414 0100 Error 24 000000  0,000000

otz 3 W Total 29 208527

Resultados de prueba Tukey para consumo de glucosa y grados Brix

La prueba de Tukey se utiliz6 para comparar las medias y determinar las diferencias en el
consumo de azlcares reductores. Segln la Figura 12, la marca A mostrd una diferencia significativa con
respecto a las marcas B y C, pero estas ultimas no difirieron entre si. Al analizar los resultados de la
prueba para la concentracidn (Figura 13), las concentraciones 15 y 35 g/L de levadura mostraron la
misma letra, lo que indica que no presentan diferencias estadisticamente significativas. En cuanto al
analisis de la interaccidn entre marca y concentracion, se observo que los tratamientos A15 y A35 no
difirieron entre si, mientras que los demas si mostraron diferencias (Figura 14). Estos resultados indican

que la elecciéon de la marca de levadura es importante para el consumo de azlcares reductores.



Figura 12

Prueba Tukey para marca de levadura respecto al consumo de azucares reductores.

Comparaciones por parejas de Tukey: Tipo

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tipo N Media Agrupacion

A 100 11,7541 A
B 10 10,6843 B
C 10 10,5029 B

Las mediogs gue ho comparten wuna betrg son sighiffcativamente diferentes.

Figura 13

Prueba Tukey para concentracion de levadura respecto al consumo de azdcares reductores.

Comparaciones por parejas de Tukey: concentracion

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

concentracion N Media Agrupacion
i3 15 110438 A
13 15 109173 A

Las medias gue no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 14

Prueba Tukey para interaccion de marca y concentracion de levadura respecto al consumo de azucares

reductores.

Comparaciones por parejas de Tukey: Tipo*concentracion

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tipo™concentracion N Media Agrupacidn

A35 5 11,7822 A
Al 5 11,7260 A
B35 5 10,7296 B
B15 3 1063 B
C35 3 10,6180 B
C15 > 10,3868 B

Las medigs gue no comparten ung letra son sighificativamente diferentes.

61
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Para el analisis del consumo de grados Brix, se realizaron pruebas de Tukey con el fin de evaluar
la influencia de la concentracién y la marca de levadura en los resultados. Los resultados de las pruebas
mostraron que tanto la concentracion de 15 g/L como la concentracion de 35 g/L, asi como las marcas A,
B y C, mostraron diferencias significativas entre si, como se muestra en las Figuras 15 y 16. Estas
diferencias estadisticamente significativas indican que la eleccidén de la concentracion y la marca de
levadura puede tener un impacto en el consumo de grados Brix.

Figura 15
Prueba Tukey para marca de levadura respecto al consumo de grados Brix.

Comparaciones por parejas de Tukey: Tipo

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tipo M Media Agrupacion

A 10 200000 A
E 10 1,72336 E
C 10 1,45182 C

Las medias que no comparten una lelra son significativamente diferentes
Figura 16

Prueba Tukey para concentracion de levadura respecto al consumo de grados Brix.

Comparaciones por parejas de Tukey: concentracion

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

concentracion N Media Agrupacion
15 15 180370 A
35 15 1,70052 B

Las medigs que no comparten una letrg son significativamente diferentes.

En la Figura 17, los resultados de la prueba Tukey para la interaccidn de los factores previamente
mencionados, proporcionan informacién sobre las comparaciones de medias. Se observa que los

tratamientos A15 y A35 no muestran diferencias estadisticamente significativas entre si, lo mismo ocurre
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con los tratamientos B35 y C35, que son similares entre si. Por otro lado, los tratamientos B15 y C15 no
muestran similitudes con el resto de los tratamientos ni entre ellos.

Figura 17
Prueba Tukey para interaccion de marca y concentracion de levadura respecto al consumo de grados
Brix.

Comparaciones por parejas de Tukey: concentracion*Tipo

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

concentracion*Tipo M Media Agrupacion

35 A 5 2,00000 A

154 5 200000 A

15 B 5 1,90000 B

35B 5 1,50038 C
35C 5 1,50000 C
15C 5 140020 D

Las medios gue no camparter una letra son significativamenite diferentes.

En base a los resultados obtenidos en el analisis de los tratamientos de fermentacién con
levaduras comerciales, se pudo determinar que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos A15 y A35, tanto para el consumo de azucares reductores, como para grados Brix. Sin
embargo, al considerar el objetivo de minimizar el uso de levadura y evitar costos innecesarios, el
tratamiento A15 se destaca como el més adecuado, ya que logra consumir 15 g/L de levadura Fermipan.

En relacidn al tiempo de fermentacidn, los grados Brix alcancen su estabilidad al dia 12, aunque
no se consuman completamente. Por otro lado, los azlcares reductores, especificamente la glucosa,

presentan un consumo significativo a los 18 dias, coincidiendo con la estabilidad de la fermentacion.

Las pruebas estadisticas realizadas indican que la condicidén dptima de fermentacién del efluente
es someterlo a una concentracion de 15 g/L de levadura comercial Fermipan durante 18 dias.
Resultado de consumo de glucosa y grados Brix para tratamiento éptimo y control

En la Tabla 14 se presenta un resumen del consumo de glucosa y grados Brix para el tratamiento

control y A15. Es evidente que ambos parametros muestran un consumo inferior en el tratamiento
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control en comparacién con el tratamiento con levaduras. Con el propdsito de verificar la eficacia de la
fermentacion del efluente con levaduras, se realizd un analisis de varianza de un factor entre el
tratamiento A15 y el control, evaluando el consumo de glucosa y los grados Brix a los 18 dias (Figura 18).

Tabla 14

Consumo de glucosa y grados Brix de tratamiento control y A15.

Tratamiento Consumo glucosa (g/L) Consumo grados Brix
Control 8,80 0,5
A15 11,73 2

Resultado de andlisis de varianza para glucosa y grados Brix entre tratamiento éptimo y control

Los analisis estadisticos que se visualizan en la Figura 18, encontraron una diferencia
estadisticamente significativa tanto en el consumo de glucosa (p-valor = 0,002), como en los grados Brix
(p-valor = 0,00) entre el tratamiento A15 y el control a los 18 dias de fermentacion.

Figura 18
ANOVA de un factor para, de izquierda a derecha, (A) Consumo de azucares reductores (glucosa), (B)

Consumo de grados Brix.

(A) (B)
Analisis de Varianza Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p Fuente GL SCAjust. MC Ajust Valor F_ Valor p
Tratamianio 3 z 199 £1957 2215 0002 Tratamiente 1 562768 562769 3751540111 0,000
Error 5 3238 53748 ' ' Error 8 000000  0,00000
Tot g 5437 ) Total 9 562769
Destilacion

Luego de determinar el tratamiento mas eficaz para la fermentacion del efluente, se sometid el

efluente con ese tratamiento a destilacién simple por un periodo de 96 horas para obtener 20 mL de
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destilado. Luego mediante cromatografia de gases se obtuvo que le destilado presentaba 5,64 %v/V de

etanol.

Capitulo V: Discusién

El uso del POME como sustrato para la produccidn de etanol ha sido ampliamente investigado en
diversos estudios, especialmente en Malasia, debido a que es uno de los principales productores
mundiales de palma (Index, 2022). Un ejemplo de este trabajo es el estudio de Deb et al., (2019), en el
cual se llevé a cabo un pretratamiento enzimdtico acido-base al POME para aumentar la disponibilidad
de azlcares reductores. Por otro lado, M. Z. Alam et al., (2009) evaluaron la bioconversion directa del
efluente de extraccion de aceite de palma a bioetanol, pero en este caso empleando cultivos mixtos que
incluyeron Trichoderma Harzianum, Phenerochaete chrysosporium y Mucor hiemalis, en combinacion
con levadura (Saccharomyces cerevisiae). Ademas, se han realizado otros estudios donde se evalua la
produccidn de bioetanol a partir del POME mediante fermentacidn espontanea. En estas investigaciones
experimentales, se implementaron otros tipos de sustrato, tales como bagazo de caiia y licor de
maceracion de maiz, con el objetivo de mejorar el proceso de fermentacion (Wakil et al., 2013).

En la evaluacién de las condiciones de fermentacion, se procede a la caracterizacién del efluente,
arrojando resultados que indican un pH del efluente de 4,82, una concentracién de 13,72 g/L de
azucares reductores y un contenido de 5,9 °Brix. Estos hallazgos guardan semejanza con los presentados
por Deb en su estudio del 2019, donde se informa un pH de 4,7 junto con una concentracion de 11,26
g/L de azlcares reductores en el efluente proveniente del proceso de extraccion de aceite rojo de palma.
Ademas, los resultados del analisis de caracterizacién llevado a cabo por Garzén et al., (2015) han
revelado un contenido de 6,5 °Brix en el efluente, acompafiado de 14,56 g/L de azlcares reductores.

La disparidad de los resultados de caracterizacidon puede darse por una serie de factores, como el tipo de
materia prima, los métodos de extraccidn, las condiciones de procesamiento, los tratamientos previos y

las condiciones ambientales (Bonomie & Reyes, 2012). También se puede atribuir a los métodos
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analiticos utilizados por cada investigacion (Quifiones et al., 2015).

La caracterizacién del efluente también ha registrado una temperatura de 72,84°C, a la salida del
proceso. Este resultado guarda concordancia con las declaraciones emitidas por (Haan & Takriff, 2022),
donde senala que las temperaturas del efluente se sitdan en un rango de 70-80°C. La temperatura del
efluente puede estar ligada a diversos factores, incluyendo la cantidad de agua caliente que utilizan
durante el proceso y la gestidn especifica de las etapas (Wood, 1989).

Para determinar el tiempo dptimo de fermentacidn de acuerdo con las directrices de Cruz et al.,
(2018) se llevd a cabo la evaluacién de la reduccidn de azucares, con el propdsito de identificar el tiempo
gue transcurre en llegar la concentracidn a un valor constante. En este estudio, se realizaron mediciones
de los grados Brix y los azucares reductores (glucosa) para determinar el periodo en el cual el efluente
experimentd el proceso de fermentacién mediante el uso de levaduras (Saccharomyces cerevisiae).

Los resultados indicaron que los grados Brix tienden a estabilizarse alrededor del dia 14, con una
disminucion desde 6 hasta 4.0 °Brix. En cambio, la cantidad de glucosa muestra un patrén diferente,
alcanzando su punto mas bajo a los 18 dias con un consumo promedio de 11 g/L. Para comprender por
qué los grados Brix experimentan esta estabilidad mas temprana en el proceso de fermentacidn y no son
consumidos por completo, podemos recurrir a las investigaciones de Cazor (2006), las cuales nos sefialan
que los grados Brix miden diversos azucares solubles, incluyendo la sacarosa, lo que refleja una mezcla
compleja. La sacarosa, al ser un tipo de disacarido, necesita descomponerse en azlcares mas simples,
como la glucosa y la fructosa, antes de que las levaduras puedan utilizarla como fuente de energia, por lo
cual es mas recomendable tomar como referencia el tiempo de fermentacion en funcién de los azlucares
reductores (Li et al., 2020).

A partir de los hallazgos obtenidos en este estudio, se ha logrado identificar al tratamiento mas

efectivo como el A15, el cual se caracteriza por presentar una concentracion de 15 g/L de levadura de la
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marca Fermipan. Dicho tratamiento ha demostrado un consumo de glucosa de 11,73 g/L tras un periodo
de fermentacion de 18 dias. Estos hallazgos coinciden con los resultados presentados por Pazmifio
(2016) cuyo enfoque abarcé una serie de concentraciones de levadura que variaron desde 5 g/L hasta 60
g/L. En dicho estudio, el tratamiento mas exitoso fue aquel que utilizé 15 g/L de levadura. Esta
coincidencia en ambos estudios puede atribuirse a que los niveles superiores de concentracién de
levaduras pueden causar inhibiciones, estrés oxidativo y competencia nutricional (Lucero, 2015).

En el analisis realizado por Deb et al., (2019) se notificé un consumo de glucosa de 26 g/L, cifra
que difiere significativamente con el consumo registrado en el estudio actual (11,73 g/L). El aspecto que
diferencia ambos enfoques radica en la metodologia utilizada en la preparacion del efluente de
extraccion de aceite de palma. En el trabajo de Deb y sus colaboradores, se aplicé un proceso de
pretratamiento quimico que involucra una reaccidn de hidrélisis acida al efluente, con el propdsito de
mejorar la disponibilidad de glucosa en el medio de fermentacion.

Este resultado también contrasta con los obtenidos en otros estudios que emplean el Efluente
de Extraccién de Aceite de Palma (POME). En dichas investigaciones, los consumos de azlcares
reductores superaron los 20 g/L. Por ejemplo, en el trabajo de Wakil et al., (2013) se combiné el efluente
con bagazo de cafia, lo que obtuvo una mayor cantidad de azlcares disponibles, resultando en un
consumo mas elevado. Ademas, en la investigacién de Pazmifio (2016), se utilizaron cepas de levadura
presentes en el mismo efluente, lo que facilité una fermentacién mds activa al estar las levaduras ya
aclimatadas al entorno.

La evaluacién del consumo de glucosa en el presente estudio, con un valor registrado de 11,73
g/L, no presenta gran diferencia cuando se compara con trabajos donde el efluente no recibid
tratamiento previo, como lo demuestra la investigacién de Zambrano (2011). En este caso la
fermentacion fue facilitada por cepas de levadura aisladas previamente del efluente, lo que resulté en un

consumo de glucosa de 14,6 g/L.
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En el marco de esta investigacidn, se ha evidenciado que la fermentaciéon del efluente de
extraccion de aceite de palma en presencia de levaduras comerciales desencadena un impacto favorable
en el proceso fermentativo, contrastando con el escenario de no intervencién. Los resultados revelaron
un consumo de 11,73 g/L de glucosa mediante la fermentacidn con levadura comercial (tratamiento
A15), en comparacidn con un consumo de 8,8 g/L en el efluente no tratado. Esta tendencia también se
manifesté en los grados Brix, dado que el tratamiento control apenas experimentd un cambio de 0,5
°Brix, mientras que el tratamiento A15 exhibid una variacién de 2 °Brix. La mejora en la fermentacién
inducida por la presencia de levaduras puede atribuirse a su capacidad para metabolizar y transformar
los sustratos de manera mas efectiva en condiciones controladas. Estas observaciones se respaldan con
los planteamientos de Qadir (2019), quien subraya que el refuerzo o introduccién de levaduras al
efluente asegura el proceso de fermentacion alcohdlica, a diferencia de una fermentacion espontdnea
gue puede dar lugar a una gama de productos alcohdlicos indeseados.

La destilacion del efluente de extraccion de aceite de palma, en promedio, puede prolongarse
hasta 48 horas, variando segln el equipo empleado (Alam et al., 2009). Esta diversidad en los tiempos se
deriva de la naturaleza del efluente POME, que engloba una diversidad de compuestos organicos, como
acidos grasos, glicerol y tocoferoles, entre otros elementos volatiles (Van, 2016). La interaccién y
coexistencia de estos componentes contribuyen a una velocidad de destilacidn prolongada, ya que cada
compuesto exhibe su propio punto de ebullicidn y comportamiento durante la destilacién. La viscosidad
del efluente, que fluctta entre 100 y 200 cP, afiade una complejidad adicional al proceso de evaporacion
y condensacién (Tan et al., 2021).

En este caso, mediante destilacion simple del efluente, se logré obtener una cantidad de 20 mL
luego de un periodo de 96 horas, demostrando una duracién prolongada en comparacién con
destilaciones que involucraron efluentes de menor complejidad. Un ejemplo relevante es la destilacion

de aguas residuales fermentadas provenientes del proceso de bebidas azucaradas, en la cual el proceso
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se completaba en un lapso de 8 horas (lIsla et al., 2013). Ademas de las disparidades en la composicidon
de los efluentes, otros factores que ejercen influencia es el equipo de destilacién utilizado. En el
proyecto actual, se empled equipos de destilacion mas simples que no permitieron mantener una
temperatura constante, en contraste con el enfoque adoptado en el proyecto antes mencionado, donde
se utilizd un rotavapor que es conocido por su sofisticacion y capacidad para mantener condiciones
controladas (AbuHassan et al., 2018).

Asimismo, otro factor que podria contribuir es la cantidad de etanol presente en la muestra. Se
sabe que una muestra con un menor contenido de etanol podria requerir mds tiempo para destilarse
debido a su mayor punto de ebullicién, en comparacién con una muestra que contenga una mayor
concentracidn de etanol, esto debido a que el alcohol, en presencia de otros componentes mas pesados
y con enlaces intermoleculares mds fuertes, podria requerir una mayor cantidad de energia para separar
las moléculas y alcanzar el punto de ebullicion (Lynd et al., 1991).

Al analizar el contenido alcohélico del destilado, se obtuvo un porcentaje de alcohol del 5.64%
mediante la técnica de cromatografia de gases. Este valor guarda similitud con los resultados reportados
por Chen et al., (2021), quienes, en su estudio, lograron alcanzar un porcentaje de etanol del 6.2% al

fermentar el efluente de extraccidn de aceite de palma con una concentracién inicial de glucosa de 15

g/L.
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Capitulo VI: Conclusiones

En relacion a las condiciones de fermentacion, el andlisis del efluente procedente de la
extractora agricola Rio Manso S.A. reveld un pH inicial de 4,82, acompafiado de un contenido de
azUcares reductores de 13,72 g/L y una lectura de 5,91 ° Brix. Estos valores de pH y concentracidn de
azucares ofrecieron el entorno para el desarrollo de la actividad fermentativa por parte de las levaduras

comerciales empleadas en el proceso.

Se identificd que la maxima fermentacion del efluente ocurrié en un lapso de 18 dias, lo que
subraya la importancia de este intervalo temporal para lograr una transformacién eficaz de los azucares
contenidos en el efluente hacia etanol.

Se establecié que una concentracidn de 15 g/L de levadura comercial (FERMIPAN) fue 6ptima
para el proceso de produccién de etanol, logrando una concentracion de alcohol de 5,64%. Este
resultado sugiere que la presencia de levaduras en dicha cantidad favorece la conversion eficiente de los
azucares presentes en el efluente, lo cual es de gran relevancia para la implementacién de futuros
procesos de fermentacion a mayor escala.

Esta investigacion ofrece una valiosa perspectiva para la industria del aceite de palmay la
produccidn de biocombustibles. La caracterizacidén detallada del efluente, la identificacién de
condiciones dptimas de fermentacion y la concentracion adecuada de levadura son elementos esenciales
para la eficiencia y sostenibilidad en la produccién de etanol. Al lograr una fermentacién en 18 dias, se
establece un marco temporal relevante para futuros proyectos. Estos resultados no solo reducirian los

residuos de la industria, sino que también promoverian biocombustibles responsables y sostenibles.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Basandose en los resultados obtenidos en esta investigacidn, se sugiere explorar en profundidad
la implementacion de métodos de pretratamiento del efluente de extraccién de aceite de palma.
Diversas técnicas, como la hidrdlisis enzimdtica y tratamientos fisicos o quimicos, podrian ser aplicados
con el objetivo de mejorar la liberacién de azulcares presentes en el efluente. Al optimizar la
disponibilidad de sustratos fermentables, se puede anticipar un aumento significativo en la produccion

de etanol durante el proceso de fermentacion.

Ademas, seria valioso continuar explorando el impacto de diferentes tipos de levaduras y su
influencia en la fermentacién del efluente. Probar diversas concentraciones y cepas de levadura podria
arrojar resultados que puedan optimizar ain mas el proceso de produccidn de etanol. Una atencion
especial a la temperatura y las condiciones de destilacién también podria ser crucial para mejorar la

eficiencia de la etapa de purificacién del etanol.

Se recomienda también Ilevar a cabo un analisis econdmico y de viabilidad técnica para evaluar
la implementacién a gran escala de la produccién de etanol a partir del efluente de extraccién de aceite
de palma. Estos analisis podrian considerar aspectos como los costos de produccién, el potencial
rendimiento y los beneficios ambientales en comparacidn con las técnicas convencionales de produccién

de biocombustibles.
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