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Resumen

El presente trabajo aborda la valorizacion de lodos papeleros como materia prima para la
produccion de bioetanol, con el objetivo de evaluar su potencial energético y proponer una
alternativa sostenible frente a la disposicion convencional de residuos. La investigacion se
justifica en la necesidad de reducir el impacto ambiental de la industria papelera y aprovechar
subproductos lignoceluldsicos con alta carga orgénica.

El estudio se desarrollé mediante la caracterizacion fisico-quimica de lodos liquidos y
himedos, considerando pardmetros iniciales como humedad, sélidos totales, pH y contenido
de carbohidratos. Posteriormente se realizaron pretratamientos quimicos, hidrolisis
enzimatica para liberar azucares reductores, y fermentacion alcohdlica bajo un disefio
compuesto central con dos variables de operacion: temperatura (23—37 °C) y tiempo de
incubacion (14—82 h). Para la verificacion del producto se emplearon técnicas de densidad,
espectroscopia FTIR e indice de refraccion.

Los resultados mostraron que el lodo himedo, con mayor fraccion de solidos (24,19 %),
alcanz6 la concentracion maxima de 74.29 g/L de etanol, superando al lodo liquido (65.57
g/L con 1.44 % de so6lidos). Esta diferencia se explicod por la mayor disponibilidad de
carbohidratos (3.85 g/L frente a 3.32 g/L) y la mayor eficiencia de conversion observada en
el lodo himedo. Asimismo, el andlisis FTIR confirm¢ la presencia de etanol junto con
subproductos secundarios (acido acético y acetaldehido), que incidieron en la pureza del
destilado.

La evaluacion econdmica preliminar indico que el costo unitario de produccion en
condiciones de laboratorio fue elevado (3676 USD/L) debido al bajo volumen de bioetanol
obtenido; sin embargo, la proyeccion a escala mayor redujo este valor a 11.36 USD/L, lo que
evidencia el potencial del proceso bajo condiciones de optimizacion y escalamiento.

Palabras clave: residuos industriales, fermentacion alcohdlica, bioenergia, sostenibilidad.



Abstract

This study addresses the valorization of paper sludge as a raw material for bioethanol
production, with the aim of evaluating its energy potential and proposing a sustainable
alternative to conventional waste disposal. The research is justified by the need to reduce the
environmental impact of the paper industry and to take advantage of lignocellulosic by-
products with high organic content.

The study was carried out through the physical-chemical characterization of liquid and wet
sludge, considering initial parameters such as moisture, total solids, pH, and carbohydrate
content. Subsequently, chemical pretreatments, enzymatic hydrolysis to release reducing
sugars, and alcoholic fermentation were carried out under a central composite design with
two operating variables: temperature (23—37 °C) and incubation time (14—82 h). Density,
FTIR spectroscopy, and refractive index techniques were used to verify the product.

The results showed that wet sludge, with a higher solids fraction (24.19%), reached a
maximum concentration of 74.29 g/L of ethanol, surpassing liquid sludge (65.57 g/L with
1.44% solids). This difference was explained by the greater availability of carbohydrates
(3.85 g/L versus 3.32 g/L) and the higher conversion efficiency observed in wet sludge.
Likewise, FTIR analysis confirmed the presence of ethanol along with secondary by-products
(acetic acid and acetaldehyde), which affected the purity of the distillate.

The preliminary economic evaluation indicated that the unit cost of production under
laboratory conditions was high (USD 3676/L) due to the low volume of bioethanol obtained;
however, the larger-scale projection reduced this value to USD 11.36/L, demonstrating the

potential of the process under optimization and scaling conditions.

Keywords: industrial waste, alcoholic fermentation, bioenergy, sustainability.
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1.1. Introduccion

La presion ambiental, el agotamiento de los recursos fosiles y la creciente demanda
energética han impulsado la busqueda de fuentes de energia alternativas, sostenibles y
economicamente viables (Ayala, 2024). En este marco, producir bioetanol a partir de biomasa
lignoceluldsica surge como una estrategia prometedora para convertir residuos organicos en
biocombustibles y promover una economia circular.

En Ecuador, la situacion no es ajena a estos desafios. La matriz energética nacional,
aunque sustentada en gran medida por energia hidroeléctrica, sigue dependiendo de derivados
del petréleo para diversos sectores, especialmente el transporte y algunas aplicaciones
industriales (Manzano Mantilla , 2023). La gestion de residuos industriales, especialmente en
el sector papelero, sigue siendo un desafio ambiental. Los lodos generados, compuestos en su
mayoria por celulosa, hemicelulosa y en menor proporcion lignina y cenizas, suelen
desecharse en rellenos o compostarse, desaprovechando su potencial energético.

La industria papelera ecuatoriana, y en particular las plantas recicladoras de papel
ubicadas en la ciudad de Guayaquil, producen lodos residuales como subproducto del
tratamiento primario de aguas. Estos lodos, al no contener contaminantes toxicos, resultan
ideales para su aprovechamiento mediante biotecnologias limpias. No obstante, la ausencia
de estudios experimentales sistematicos sobre su valorizacion energética ha limitado su
integracion en cadenas de produccion circulares.

Este proyecto propone soluciones técnicas para tratar lodos papeleros mediante un
proceso bioldgico orientado a la produccion de bioetanol. Se parte del supuesto de que la
hidrolisis enzimatica, seguida de la fermentacion alcohdlica controlada, permite liberar y
transformar los azucares estructurales de estos residuos en etanol, un biocombustible de

creciente interés internacional.



Para ello, se propone evaluar experimentalmente el efecto de dos variables criticas del
proceso fermentativo la temperatura y el tiempo de incubacion utilizando levaduras del
género Saccharomyces bajo condiciones anaerdbicas, con el objetivo de optimizar el
rendimiento del proceso y establecer parametros iniciales reproducibles.

La propuesta se sustenta en un disefio estadistico de superficie de respuesta (FCCCD),
que permite analizar interacciones complejas entre variables y modelar la respuesta
productiva de forma precisa. Esta metodologia ha sido ampliamente validada en procesos
fermentativos con otras fuentes de biomasa lignoceluldsica, como bagazo de cafia, cascaras
de cacao o aserrin, pero hasta la fecha no ha sido aplicada con lodos papeleros en condiciones
ecuatorianas. La ejecucion del proyecto se realizara a nivel de laboratorio, utilizando recursos
disponibles en la Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas de la Escuela Superior
Politécnica del Litoral (ESPOL), lo que garantiza la viabilidad técnica y logistica de la
propuesta.

Desde un enfoque mas amplio, esta investigacion se articula con los principios de
sostenibilidad ambiental y economia circular, al buscar transformar un pasivo ambiental en
un recurso energético renovable. Asimismo, contribuye al cumplimiento de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS), particularmente en lo relativo al uso responsable de los
recursos (ODS 12) y la gestion adecuada de residuos industriales (ODS 6).

1.2. Descripcion del Problema

En Ecuador, la industria papelera genera cerca de 25.000 toneladas anuales de
residuos solidos industriales, derivados principalmente de sus procesos de produccion y
tratamiento de aguas residuales (UTPL, 2024). Entre ellos, los lodos papeleros constituyen
uno de los subproductos més abundantes y complejos de gestionar, pues provienen de las
etapas de separacion fisico-quimica y sedimentacion. Estos lodos contienen alta humedad y

proporcion significativa de lignocelulosa, principalmente celulosa y hemicelulosa, que se



estima representa entre el 60% y 75% de sus so6lidos totales. Esta composicion, aunque
potencialmente valiosa desde el punto de vista energético, termina desaprovechada debido a
las practicas convencionales de disposicion.

La mayor parte de los lodos papeleros se destinan a rellenos industriales, mientras un
porcentaje menor se deriva al compostaje, lo que implica costos logisticos y pérdida de su
valor energético. La fraccion orgénica susceptible de ser transformada en bioetanol no es
utilizada, lo que representa una pérdida potencial estimada en varios miles de litros de
combustible renovable cada afo, seglin estudios preliminares de la propia industria (Chuya &
Mancheno, 2024).

En este contexto, se considera como caso de estudio una planta recicladora de papel
ubicada en la ciudad de Guayaquil, dedicada a procesar carton postconsumo, con una
generacion promedio de 16 toneladas diarias de lodo. Cabe aclarar que estos residuos, que
provienen de la linea de tratamiento primario, no son sometidos a procesos de blanqueo
adicionales antes de su disposicion, lo que disminuye la presencia de compuestos toxicos y
los convierte en un material potencialmente adecuado para procesos biotecnoldgicos. Esto
enlaza con la problematica general, pues a pesar de la disponibilidad de un residuo con alto
contenido lignoceluldsico, no existe un sistema industrial implementado que permita
transformarlo en un biocombustible renovable como el bioetanol.

La transformacion de estos lodos papeleros mediante fermentacion alcohoélica ofrece
una alternativa ambientalmente sostenible y econdmicamente viable. Sin embargo, para
hacerlo factible se requiere conocer las condiciones de proceso que afectan el rendimiento de
la conversion, particularmente las variables de temperatura y tiempo de incubacion durante la
fermentacion. Estos parametros influyen de forma directa en la actividad metabdlica de las
levaduras del género Saccharomyces, microorganismos ampliamente utilizados para

fermentar azicares simples liberados tras la hidrélisis enzimdtica de biomasa lignocelulosica.



Aun asi, existen retos técnicos vinculados a la variabilidad en la composicion del lodo
a lo largo del tiempo, ya que su generacion depende de multiples factores operativos de la
planta recicladora. Dicha variabilidad podria afectar la eficiencia fermentativa y la
reproducibilidad de resultados. Por tanto, sera necesario caracterizar los lotes de lodo
recolectados para conocer sus propiedades, aunque esto no implica controlar la variacion,
sino Unicamente medirla y documentarla.

En sintesis, el problema central se puede expresar en la falta de un esquema
experimental local que explore el aprovechamiento de los lodos papeleros como sustrato
fermentable para bioetanol, considerando las condiciones ecuatorianas y las caracteristicas
propias de estos residuos. Resolver este vacio permitiria no solo disminuir el volumen de
desecho soélido enviado a disposicion final, sino ademas recuperar valor energético que
contribuya a una transicion hacia sistemas de produccion mas sostenibles y alineados con
principios de economia circular.

1.3. Justificacion del Problema

La generacion de residuos industriales en Ecuador presenta desafios para la
sostenibilidad, el ambiente y la eficiencia energética. Entre ellos, los lodos papeleros son
subproductos de alto volumen y bajo aprovechamiento. Una planta papelera genera unas 16
toneladas diarias, que se disponen principalmente en rellenos industriales o, en menor
medida, mediante compostaje. Esta situacion no solo implica un costo econémico por su
tratamiento, sino que representa una oportunidad desperdiciada de valorizacion energética.

Resolver este problema permitiria transformar un residuo industrial de bajo valor en
un recurso estratégico mediante la produccion de bioetanol, con aplicaciones energéticas, en
transporte e industria. Esta transformacion contribuye al fortalecimiento de una economia

circular y reduce la presion sobre recursos fosiles. Ademas, impulsa el desarrollo de



tecnologias limpias y sostenibles dentro del sector papelero, mejorando su competitividad y
cumplimiento de normativas ambientales.

Desde el punto de vista cientifico, este problema también presenta un vacio de
conocimiento relevante. Aunque existen investigaciones internacionales sobre la conversion
de biomasa lignoceluldsica en bioetanol, son escasos los estudios que aborden
especificamente el aprovechamiento de lodos papeleros en condiciones locales. En
consecuencia, esta investigacion busca generar datos experimentales replicables y adaptados
a la realidad ecuatoriana, lo cual resulta clave para el disefio de futuras plantas piloto o
escalamientos industriales.

Asimismo, abordar este problema desde una perspectiva experimental permite
establecer parametros de optimizacion basados en el efecto de la temperatura y el tiempo de
incubacion durante la fermentacion alcohdlica. Estos factores son controlables y medibles, lo
que asegura la posibilidad de replicar, escalar y aplicar los resultados en contextos reales.

Finalmente, la resolucion del problema contribuye al cumplimiento de los Objetivos
de Desarrollo Sostenible, especialmente el ODS 12 (producciéon y consumo responsables), al
promover la valorizacion de residuos, y y la gestion adecuada de residuos industriales (ODS
6).

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

Evaluar la produccion de bioetanol a partir de lodo papelero pretratado e hidrolizado
mediante fermentacion alcohdlica controlada, evaluando el efecto de la temperatura y el
tiempo de incubacion, asi como su viabilidad econdmica preliminar, en condiciones de

laboratorio.



1.4.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la temperatura y del tiempo de incubacion sobre el
rendimiento en la produccion de etanol a partir de lodo papelero hidrolizado,
utilizando levaduras del género Saccharomyces como agente fermentador, bajo
condiciones anaerdbicas controladas.

e Identificar las condiciones Optimas de temperatura y tiempo que maximicen la
produccion de bioetanol por fermentacion alcohdlica, mediante un disefio de
superficie de respuesta con estructura compuesta centrada en el centro de los
factores.

e Analizar la viabilidad econdmica preliminar del proceso de produccion de
bioetanol a nivel de laboratorio, considerando los costos de insumos, materiales y
recursos utilizados en la hidrdlisis y fermentacion.

1.5. Marco teorico
1.5.1. Produccion de bioetanol como alternativa energética

Concepto y tipos de bioetanol

El bioetanol es un alcohol producido por la fermentacion de azucares presentes en
materias primas vegetales, y es uno de los principales biocombustibles liquidos. A diferencia
del etanol sintético, proviene de recursos renovables como cultivos, residuos agricolas o
industriales (Alvarado, 2021).

El bioetanol se clasifica segiin su materia prima y proceso de produccion, ver Tabla 1.
Tabla 1.

Clasificacion del bioetanol segun el tipo de materia prima utilizada

Tipo de Materia prima Ejemplos Ventajas Desventajas
bioetanol

Primera Alimentos ricos en Maiz, caia de Alta eficiencia ~ Compite con la
generacion  azucares o almidon azucar, trigo fermentativa produccion de

alimentos



Segunda
generacion

Tercera
generacion

Cuarta
generacion

Biomasa
lignocelulosica

Algas 'y
microorganismos

Biomasa
genéticamente
modificada

Bagazo, residuos Aprovecha
forestales, paja  residuos; menor
de arroz impacto en
seguridad
alimentaria
Microalgas, Alta
cianobacterias productividad
por area
cultivada
Plantas disefiadas Mayor
para alto eficiencia
contenido de potencial

azucar

Procesos mas
complejos
(pretratamiento
+ hidrolisis)

Altos costos
tecnologicos;
aun en fase de
investigacion
Implicaciones

éticas y
regulaciones
biotecnoldgicas

Fuente: Informacion obtenida de (NIH, 2021)

Para comprender mejor las etapas necesarias en la conversion de biomasa

lignocelulodsica en bioetanol, se presenta a continuacién un esquema que resume el proceso

general, desde la recoleccion del residuo hasta la obtencion del biocombustible final.

Figura 1.

Esquema general de produccion de bioetanol a partir de biomasa lignocelulosica
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1.5.2. Biomasa lignocelulosica como materia prima para biocombustibles

Estructura y componentes de la biomasa lignocelulosica

La biomasa lignocelulosica, principal componente estructural vegetal, es una de las
fuentes renovables mas abundantes. Estd compuesta por una matriz compleja y resistente
formada principalmente por tres polimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina (Sunil & Kalyan,
2021). Su estructura rigida favorece el crecimiento, pero dificulta su conversion tecnoldgica
en biocombustibles.

La Tabla 2 resume los principales componentes estructurales de la biomasa
lignoceluldsica, sus caracteristicas y funciones:

Tabla 2.

Componentes estructurales de la biomasa lignocelulosica

Porcentaje
Importancia para
Componente tipico (% en Funcion
biocombustibles
base seca)
Proporciona soporte o
Fuente principal de glucosa
Celulosa 35-50 % estructural (fibras
' fermentable
lineales de glucosa)
Contribuye a la ' _
‘ o Libera azlicares de cinco
Hemicelulosa 20-35% flexibilidad; polimero . .
) carbonos (xilosa, arabinosa)
ramificado
Actia como barrera Dificulta el acceso a la
Lignina 15-30 % fisica y protege frente  celulosa; puede valorizarse
a ataques microbianos en productos aromaticos
Otros (proteinas, o Funciones secundarias Poca relevancia en la
<5%
cenizas) y minerales residuales produccion de bioetanol

Nota: Informacion obtenida de (Bang & Yuyin, 2025)
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1.5.3. Hidrdlisis enzimadtica de residuos lignocelulésicos

Fundamento del proceso de hidrdlisis

La hidroélisis enziméatica permite transformar la biomasa lignoceluldsica en azuicares
simples aprovechables en la produccion de bioetanol. Este proceso se basa en la ruptura de
los enlaces B-1,4-glucosidicos de la celulosa y hemicelulosa por medio de enzimas
especializadas conocidas como celulasas, las cuales actian bajo condiciones moderadas de
temperatura y pH. A diferencia de la hidrolisis quimica o térmica, la via enzimatica reduce la
formacion de subproductos inhibidores y favorece la preservacion de los azucares liberados.

En la Figura 2 se ilustra de manera esquematica la accion de estas enzimas sobre el
sustrato lignoceluldsico.

Figura 2.

Esquema de hidrolisis enzimatica de biomasa lignocelulosica
Hidrdlisis
[ ] ' d [ ]
Enzimatica

~ ) a ™) rr ™)

OH

— = |

Pretratamiento Biomasa Glucosa
- Dy 5 PretrateadaJ - J

I [
® % 8

Endoglucanasas Exoglucanasas Exglucanas B-Glucosidasas

Nota: La Figura muestra el proceso a detalle de la Hidrolisis Enzimatica
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Parametros que afectan la eficiencia de la hidrolisis

La eficiencia del proceso de hidrolisis enzimatica depende de multiples factores, tanto

inherentes a la biomasa como del entorno experimental. A continuacion, la Tabla 5 presenta

los principales parametros que influyen en este proceso, junto con sus efectos y

consideraciones.

Tabla 3.

Parametros que afectan la eficiencia de la hidrolisis enzimatica

Parametro Descripcion Efecto en el proceso
Optimo para Trichoderma  Afecta la estabilidad y actividad de
Temperatura )
spp.: 45 °C-55°C las enzimas
. Condiciones fuera de rango reducen
pH Optimo: 4.5-5.5

Carga de solidos

Concentracion

enzimatica

Tiempo de reaccion

Presencia de

inhibidores

Proporcion de biomasa en el
medio (generalmente 2—

10 %)

Dosis aplicada del complejo

enzimatico

Duracion de la hidrolisis
(24-72 h tipicamente)
Subproductos del
pretratamiento: acidos,

compuestos fenolicos

la actividad catalitica
Altas cargas pueden aumentar la
viscosidad e inhibir difusion
Afecta la velocidad de conversion;

debe balancearse costo/beneficio

Tiempos cortos pueden resultar en

conversion incompleta

Pueden inactivar enzimas o reducir

su afinidad por el sustrato

Nota: Informacion obtenida de (Seiboth, 2020)

1.5.4. Variables criticas en la optimizacion del proceso

La produccion de bioetanol a partir de lodos lignoceluldsicos depende de optimizar

variables clave durante la fermentacion alcohdlica. Entre estas variables, la temperatura y el

tiempo de incubacion son determinantes, pues afectan la actividad de las levaduras, la

estabilidad enzimatica y la acumulacién del producto final.
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Efecto de la temperatura de fermentacion

La temperatura es una variable critica en la fermentacion, ya que regula el crecimiento
de levaduras, la actividad enzimatica y la produccion de etanol. Temperaturas bajas reducen
el metabolismo, mientras que las altas causan desnaturalizacion enzimatica, pérdida celular y
generacion de compuestos indeseables (Hosam, 2024).

La Tabla 4 presenta los efectos tipicos de distintos rangos de temperatura sobre el

comportamiento de Saccharomyces cerevisiae en procesos de fermentacion alcohdlica.

Tabla 4.

Comportamiento fermentativo de S. cerevisiae segun temperatura

Temperatura (°C) Efecto sobre el proceso

<25°C Lento metabolismo, mayor duracion de fermentacion

Rango 6ptimo: maxima velocidad de conversion y rendimiento

30-35°C
de etanol
36-40°C Tolerable, pero con estrés celular moderado
Inhibicion de crecimiento, desactivacion enzimatica, menor
>40°C

produccion

Nota: Informacion obtenida de (Benavides, 2020)

En este estudio se evaluaran tres niveles de temperatura: 25 °C, 30 °C y 335 °C, con el
objetivo de explorar el comportamiento de S. cerevisiae en condiciones de tolerancia térmica
moderada, potencialmente utiles para procesos industriales en climas calidos.

Impacto del tiempo de incubacion

El tiempo de incubacion es otra variable critica, ya que determina el grado de
conversion de azlcares en etanol. Tiempos cortos generan fermentacion incompleta, y
periodos prolongados pueden acumular inhibidores o provocar que las levaduras reutilicen el

etanol como sustrato.



El efecto del tiempo también depende de la temperatura y concentracion inicial de

azucares, por lo que deben evaluarse conjuntamente (Guindal, 2024).

La Tabla 5 muestra una comparacion general de los efectos asociados a distintos

tiempos de fermentacion.

13

Desventajas

Conversion incompleta de azlcares

Riesgo moderado de inhibidores

Mayor riesgo de acumulacion de

subproductos

Pérdida de eficiencia; condiciones

Tabla 5.
Efecto del tiempo de incubacion en fermentacion alcoholica
Tiempo (h) Ventajas
04 Fermentacion rapida; menor
riesgo de contaminacion
Equilibrio entre rendimiento y
48
eficiencia temporal
7 Conversion completa; alto
rendimiento esperado
Posible reutilizacion de etanol
>72

por la levadura

desfavorables

Nota: Informacion obtenida de (Guindal, 2024)
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2. Metodologia
2.1. Tipo de investigacion y enfoque metodologico

Esta investigacion se planteé como un trabajo experimental aplicado, desarrollado en
condiciones controladas de laboratorio, tuvo como proposito analizar la influencia de
variables de operacion (tiempo de incubacion y temperatura) sobre la produccion de bioetanol
empleando lodo papelero como sustrato. El enfoque metodologico se enmarca en un enfoque
cuantitativo, sustentado en la obtencion, tratamiento y contraste de informacion experimental
a través de ensayos de fermentacion alcohodlica, con medicion del producto de interés (etanol)
y analisis estadistico posterior.

Se adopt6 un Disefio de Superficie de Respuesta (RSM) con estructura compuesta
centrada en el centro de los factores (FCCCD), el cual permite modelar relaciones entre las
variables independientes (temperatura y tiempo) y la variable de respuesta (rendimiento de
etanol), asi como determinar condiciones optimas de operacion. La aplicacion de esta
metodologia permiti6 identificar y cuantificar los efectos individuales y combinados de las
variables, ademas de facilitar la optimizacion del proceso biotecnologico bajo estudio.

2.2. Caracterizacion del residuo lignocelulosico
2.2.1. Origen y recoleccion del lodo papelero

El residuo lignoceluldsico utilizado en esta investigacion fue lodo papelero himedo
generado por el proceso de reciclaje de carton postconsumo en una empresa papelera ubicada
en la provincia del Guayas. Este subproducto proviene del sistema de tratamiento primario de
aguas residuales industriales y corresponde al material s6lido retenido tras la decantacion y
separacion de fibras residuales no recuperadas durante la fabricacion de papel reciclado.

El lodo empleado en este estudio fue recolectado directamente del sedimentador
primario, antes de que el residuo sea sometido a procesos de compostaje o disposicion final

en relleno industrial. Se selecciono este punto de muestreo debido a que el lodo conserva su
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composicion original rica en celulosa y hemicelulosa, lo cual es crucial para su
aprovechamiento biotecnologico. Ademas, este residuo especifico no ha sido sometido a
procesos de blanqueo, reduciendo asi el riesgo de presencia de compuestos toxicos como
dioxinas o clorados que inhiben la actividad microbiana.

2.2.2. Proceso experimental para la obtencion de muestras

La recoleccion de muestras se realizé en dos jornadas de muestreo en la planta de
tratamiento de aguas residuales de la industria papelera. En la primera jornada se recolectd
muestra solida, donde se extrajeron aproximadamente 20 kg de lodo. En la segunda jornada,
se recolectd muestra liquida, obteniéndose 15 kg de lodo. Ambas muestras fueron
homogenizadas manualmente en el sitio para garantizar la representatividad del lote. El
material fue transportado en contenedores cerrados hasta el laboratorio de investigacion,
donde fue conservado bajo refrigeracion a una temperatura aproximada de 4 °C hasta el inicio
de los ensayos experimentales

Esta conservacion bajo refrigeracion fue clave para minimizar la actividad microbiana
espontanea que pudiera alterar la composicion del sustrato, garantizando la estabilidad de
ambas fracciones durante el periodo de almacenamiento a corto plazo.

2.2.3. Parametros fisico-quimicos evaluados (humedad, pH, sdlidos totales)

Previo al pretratamiento y uso experimental, se realizd una caracterizacion basica del
lodo papelero con el fin de conocer sus propiedades mas relevantes. Las muestras fueron
tomadas en dos jornadas de muestreo: una para lodo solido, en la que se extrajeron
aproximadamente 20 kg de lodo, y otra para lodo liquido, en la que se recolectaron 15 kg de
lodo.

Los parametros analizados incluyeron:

e Humedad (%): determinada por método gravimétrico, mediante secado en

estufa a 105 °C hasta peso constante.
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e pH: medido directamente en suspension liquida con potencidmetro, realizando
tres mediciones por muestra.
e Sdlidos totales (%): calculados por diferencia entre el peso inicial y el peso
seco de la muestra.
Estos parametros permitieron establecer las condiciones iniciales del sustrato,
especialmente la proporcion de materia seca disponible para reacciones posteriores.
2.3. Pretratamiento del lodo
Con el objetivo de facilitar la hidrdlisis de la fraccion celuldsica presente en el lodo
papelero y aumentar la accesibilidad de las fibras lignoceluldsicas a las enzimas hidroliticas,
se aplico un pretratamiento quimico secuencial de naturaleza alcalina y acida. Este tipo de
pretratamiento ha demostrado ser eficaz para la ruptura de enlaces estructurales en biomasa
residual, permitiendo la solubilizacién parcial de hemicelulosas y la remocion parcial de
lignina. Este procedimiento se disend en base a metodologias previamente utilizadas por
(Loayza, 2020) para residuos lignoceluldsicos similares, ajustando condiciones especificas al
tipo de residuo empleado en este estudio.
El flujo general del pretratamiento y procesamiento del lodo papelero se representa en
la Figura 3 (para muestras liquidas) y en la Figura 4 (para muestras himedas), donde se

detallan cada una de las etapas experimentales desde la caracterizacion hasta la destilacion.



Figura 3.

Diagrama de flujo del procesamiento de lodo liquido para la produccion de bioetanol
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Figura 4.

Diagrama de flujo del procesamiento de lodo humedo para la produccion de bioetanol
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2.3.1. Pretratamiento alcalino con NaOH

Para iniciar la ruptura de la estructura lignoceluldsica del lodo papelero, se realizo un
pretratamiento alcalino con hidréxido de sodio (NaOH) al 3 % (p/v). Se pesaron 30 g de lodo
himedo y se mezclaron con 180 mL de la solucion alcalina previamente preparada (relacion
solido/liquido de 1:6).

La mezcla fue transferida a frascos de vidrio resistentes a presion y sometida a
autoclavado a 121 °C durante 90 minutos a 1 atm. Este procedimiento buscé provocar la
ruptura de enlaces éster y glicosidicos entre la lignina y los polisacéridos estructurales,
favoreciendo la delignificacion parcial.

Finalizado el autoclavado, se permitio el enfriamiento de la mezcla a temperatura
ambiente. Luego, se midiod el pH resultante y se realizaron lavados sucesivos con agua
destilada hasta alcanzar un pH neutro (6.5-7.0), a fin de eliminar los residuos de alcalinidad
que pudieran interferir en las etapas siguientes. Posteriormente, se realiz6 una filtracion y se
conservo una alicuota de 10 mL del liquido residual para analisis de aztcares reductores
mediante DNS. El s6lido retenido fue secado como se describe en el apartado siguiente.
2.3.2. Secado y filtracion

El s6lido recuperado tras el pretratamiento alcalino fue separado por filtracion
utilizando una tela estéril y embudo Biichner. Posteriormente, se coloc6 en bandejas y se secod
en una estufa con ventilacion forzada a 105 °C durante 90 minutos, hasta alcanzar una textura
parcialmente deshidratada adecuada para el tratamiento acido.

2.3.3. Pretratamiento dcido con H>SO+

Una vez seco el solido, se realiz6 un segundo pretratamiento utilizando acido
sulftrico (H2SO4) diluido al 4 % (v/v). La mezcla fue sometida a autoclavado a 121 °C
durante 90 minutos, lo cual permitio la hidrdlisis parcial de hemicelulosas y la liberacion de

oligdbmeros solubles, ademas de una despolimerizacion leve de la celulosa amorfa. Al
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finalizar el tratamiento, se midid el pH resultante, se separ6 el liquido residual por filtracion y
se conservo una alicuota de 10 mL para posterior analisis de azucares reductores. El s6lido
tratado fue retenido para las etapas posteriores.
2.3.4. Secado final y conservacion del sélido

El so6lido tratado con acido fue nuevamente filtrado y escurrido, para luego colocarse
en bandejas limpias y secarse en estufa a 105 °C durante 2 horas. El producto final fue un
solido de color marrdn claro, de consistencia semigranular y bajo contenido de humedad.

Tabla 6.

Parametros del pretratamiento alcalino y acido aplicado al lodo papelero

Tipo de Agente Relacion Temperatura Tiempo Técnica
Concentracion
pretratamiento quimico masa/volumen €O (min) aplicada
Alcalino NaOH 3% (p/v) 1:06 121 90 Autoclavado
) Aproximadamente
Acido H>SO4 4% (v/v) 197 121 180 Autoclavado

2.4. Hidrdlisis enzimatica

Con el objetivo de liberar los aztcares fermentables presentes en la fraccion
celulosica del lodo papelero pretratado, se llevo a cabo una hidrolisis enzimatica utilizando
un coctel de celulasas de origen fungico (Trichoderma spp.). Esta etapa fue critica para
garantizar la disponibilidad de monosacaridos en el medio de fermentacion, permitiendo una
posterior conversion eficiente a etanol.
2.4.1. Condiciones de incubacion y preparacion del indculo enzimdtico

La hidrolisis enzimatica se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL,
anadiendo 20 g de lodo pretratado seco y 100 mL del buffer citrato pH 4.8 por unidad
experimental. Posteriormente, se adiciono el coctel de enzimas comerciales provenientes de

Trichoderma reesei (Sigma-Aldrich), en una concentracion de 15 FPU/g de sustrato seco.
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Esta dosis fue seleccionada con base en literatura especializada sobre hidrolisis de biomasa
lignoceluldsica de origen similar.

Los frascos fueron incubados en bafio maria con agitacion constante (120 rpm) a
50 °C durante 48 horas, asegurando condiciones isotérmicas y homogéneas que favorecieran
la accién enzimatica. A lo largo del proceso, se tomaron muestras a distintos intervalos para
el seguimiento cinético de la liberacion de azucares fermentables, que luego serian
cuantificados mediante el método colorimétrico DNS.

A continuacion, la Tabla 7 presenta un resumen de los principales pardmetros
experimentales empleados durante la etapa de hidrolisis enzimatica.

Tabla 7.

Parametros experimentales de la hidrolisis enzimatica del lodo papelero pretratado

Parametro Valor aplicado
Volumen de matraz 250 mL
Masa de lodo seco 20g
Volumen de buffer citrato 100 mL
pH del medio 4.8
Enzima utilizada Trichoderma reesei (Sigma-Aldrich)
Dosis enzimatica 15 FPU/g de sustrato seco
Temperatura de incubacion 50°C
Tiempo de incubacion 48 horas
Agitacion 120 rpm
Toma de muestras Varias durante el proceso

2.4.2. Conservacion de muestras para DNS

Las muestras recolectadas durante la hidrolisis fueron centrifugadas a 6000 rpm
durante 10 minutos para separar el sobrenadante, el cual contenia los azucares solubles. Cada
alicuota fue transferida a tubos Eppendorf rotulados y almacenada a -20 °C hasta su analisis

mediante el método colorimétrico DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico).
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Este procedimiento permiti6 conservar los metabolitos sin alteracion estructural ni
degradacion por microorganismos o enzimas residuales, garantizando asi la precision del
andlisis de azlicares fermentables.

2.4.3. Verificacion de la actividad enzimdtica

Antes de proceder con los ensayos de hidrolisis, se verifico la actividad enzimatica del
coctel celulolitico mediante el protocolo estandarizado para la determinacion de actividad
celobiasasa, recomendado por la International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) y descrito por (Ghose, 1987).

Para ello, se utilizd6 como sustrato una solucion fresca de celobiosa al 15 mM
preparada en buffer fosfato pH 4.8. Se incubaron 1 mL de diluciones del preparado
enzimatico con 1 mL de la solucion de celobiosa a 50 °C durante 30 minutos. La reaccion se
detuvo mediante inmersion en bafio de agua hirviendo por 5 minutos, y tras enfriamiento, se
cuantifico la glucosa liberada utilizando un kit colorimétrico basado en la reaccion glucosa
oxidasa-peroxidasa (GOD-POD). Se incluyeron blancos de sustrato y enzima para corregir la
absorbancia por interferencias y fondo.

La actividad celobiasasa (CBU) se estimd de acuerdo con la liberacion de 1 mg de
glucosa a partir de celobiosa bajo condiciones estandarizadas. Segun Ghose (1987), la unidad

se define como:

CBU = 0.0926

2.1)

e

C. es la concentracion de enzima (en mL™') que libera exactamente 1.0 mg de glucosa
en 30 minutos. Esta relacion considera que 1.0 mg de glucosa corresponde a
0.0926 pmol-min—'-mL™" de celobiasasa activa.

Este procedimiento permitié confirmar que el preparado enziméatico conservaba una

actividad catalitica adecuada antes de su empleo en la hidrolisis del lodo papelero.
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2.4.4. Cuantificacion de azucares reductores (DNS)

Para determinar la efectividad del proceso de hidrolisis enzimatica, se utilizo la
técnica colorimétrica DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico), que permite identificar los grupos
aldehido presentes en azucares reductores. Las muestras previamente congeladas fueron
descongeladas, centrifugadas y mezcladas con reactivo DNS en proporcion 1:1. La mezcla se
calent6 mediante calentamiento en bafio maria a 95 °C por un lapso de 5 minutos,
posteriormente se permitié el enfriamiento a temperatura ambiente y se registro la
absorbancia a 540 nm utilizando un equipo espectrofotométrico UV-Vis.

Con fines de cuantificacion, se elabor6 una curva de calibracion empleando
soluciones patrén de glucosa en un rango de concentraciones entre 0.3 y 2 mg/mL. Cada
punto fue evaluado por duplicado y se calculd el promedio de absorbancia.

2.5. Disefio experimental

Con el proposito de optimizar la produccion de bioetanol a partir de lodo papelero
pretratado e hidrolizado, se aplic6 una metodologia estadistica basada en disefio de
experimentos (DOE, por sus siglas en inglés), especificamente el disefio de superficie de
respuesta (RSM). Esta herramienta permiti6 evaluar simultdneamente el efecto de dos
variables independientes clave sobre el rendimiento fermentativo, considerando ademas sus
posibles interacciones y la presencia de efectos no lineales.

2.5.1. Seleccion de variables: Temperatura y tiempo de incubacion

Las variables seleccionadas para el analisis fueron la temperatura de fermentacion
(°C) y el tiempo de incubacion (horas), debido a su influencia directa sobre la actividad
metabdlica de las levaduras y la eficiencia global del proceso fermentativo. Estudios previos
han demostrado que estas condiciones determinan tanto la velocidad de conversion de
azucares como la estabilidad de los microorganismos involucrados (Saccharomyces

cerevisiae), impactando el rendimiento de etanol obtenido.
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Se establecieron rangos de temperatura entre 35,86 °C y 64,14 °C, y tiempos de
incubacion entre 14,06 y 81,94 horas, abarcando condiciones reales de laboratorio y
extendiendo los limites para detectar posibles comportamientos no lineales.

2.5.2. Justificacion del diseiio FCCCD

El disefio seleccionado fue un Disefio Compuesto Central Centrado en el Centro
(FCCCD, por sus siglas en inglés), el cual permite modelar superficies de respuesta
cuadraticas mediante la combinacion de puntos factoriales, puntos axiales y réplicas en el
centro. Esta estructura es especialmente Util para detectar interacciones entre variables y
encontrar condiciones dptimas dentro de un espacio experimental restringido.

El FCCCD proporciona una adecuada capacidad predictiva, reduce el numero de
experimentos requeridos en comparacion con otros disefios completos y permite realizar
ajustes de segundo orden. Ademas, facilita la construccion de modelos empiricos mediante
regresion multiple para describir la respuesta en funcion de las variables independientes.
2.5.3. Matriz experimental de 16 ensayos

La matriz experimental contempl6 un total de 16 ensayos, incluyendo 9 puntos
factoriales, 4 puntos axiales y 3 réplicas en el centro. Cada combinacion de temperatura y
tiempo de incubacidn fue probada bajo condiciones anaerébicas controladas y con igual
concentracion de inoculo de levaduras activadas.

A continuacion, la Tabla 8 presenta la distribucién completa de los ensayos
experimentales realizados, indicando el tipo de punto correspondiente dentro del disefio

FCCCD:

Tabla 8.

Matriz experimental basada en diserio FCCCD para la produccion de bioetanol

Tiempo de
Ensayo Temperatura (°C) Tipo de punto
incubacion (h)

1 25 24 Factorial
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2 25 48 Factorial
3 25 72 Factorial
4 30 24 Factorial
5 30 48 Factorial
6 30 72 Factorial
7 35 24 Factorial
8 35 48 Factorial
9 35 72 Factorial
10 23 48 Axial
11 37 48 Axial
12 30 14 Axial
13 30 82 Axial
14 30 48 Central
15 30 48 Central
16 30 48 Central

2.6. Fermentacion alcoholica
2.6.1. Condiciones anaerdbicas y parametros controlados

La fermentacion alcoholica se realizd en condiciones estrictamente anaerdbicas,
esenciales para asegurar la conversion de azlicares fermentables en etanol por parte de las
levaduras. Para ello, se utilizaron frascos herméticos tipo Duran de 250 mL con valvulas de
exclusion de gases y trampas de aire que permitieron la salida de CO: sin ingreso de oxigeno.

La temperatura de fermentacion fue controlada mediante incubadoras de temperatura
constante, fijada segun el disefio experimental. La agitacion fue suave (120 rpm) y continua
para mantener homogéneo el medio, sin alterar la condicién anaerodbica.
2.6.2. Procedimiento experimental por ensayo

Cada frasco de fermentacion contenia 99 mL del sobrenadante hidrolizado,
previamente ajustado al pH 6ptimo (4.8), al que se le adiciono el indculo de levadura activada
en una proporcion del 10 % (v/v). El proceso fermentativo durd entre 24 y 72 horas, segun el

ensayo correspondiente.
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Durante la fermentacion se monitore6 la temperatura, el pH, y el volumen de gas
producido como indicativo del progreso metabolico. Al finalizar el ensayo, se centrifugaron
las muestras a 5000 rpm por 10 minutos para separar el etanol presente en el sobrenadante,
destinado a su posterior cuantificacion.

2.6.3. Activacion de levaduras y preparacion del indculo

Con el fin de llevar a cabo la fermentacion alcohodlica, se activaron levaduras
comerciales del género Saccharomyces cerevisiae. El proceso inicié con la rehidratacion de
1.6 g de levadura seca activa en 20 mL de agua destilada tibia (35 °C), a la que se afiadi6 una
cucharadita de glucosa como fuente inicial de energia.

La mezcla fue dejada en reposo durante 20 minutos, seguida de una agitacion leve
para promover la activacion celular. Posteriormente, se inoculé en un medio de
enriquecimiento compuesto por extracto de levadura 0.5 % y glucosa 2 %, incubado durante 4
horas a 30 °C en agitacion constante (120 rpm).

Una vez alcanzada una densidad optica visible (aproximadamente 1.0 a 600 nm), se
procedio a la inoculacion directa del medio fermentativo, asegurando una proporcion 10 %
(v/v) de in6culo sobre el volumen total del medio.

2.7. Destilacion y cuantificacion de etanol

El etanol producido fue recuperado mediante destilacién simple a baja temperatura.
Para ello, se utiliz6 una unidad de destilacion con balones de 250 mL, columnas de vidrio y
refrigerantes Liebig. Se destilaron 99 mL del medio fermentado y se recolecto la fraccion que
alcanzo a destilarse en cada muestra, correspondiente al rango de ebullicion del etanol (78.5
°C). Posteriormente, el etanol recuperado fue cuantificado mediante refractémetro, validando
la presencia del compuesto con andlisis por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), a fin de comprobar la identidad del etanol en las muestras. Adicionalmente,

se determino la densidad de los destilados como pardmetro complementario de verificacion.
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3. Resultados y analisis
3.1. Caracterizacion del lodo papelero
3.1.1. Humedad, sélidos totales y pH

La caracterizacion inicial del lodo papelero constituye un paso fundamental para
conocer su composicion y evaluar su aptitud como materia prima en la produccion de
bioetanol. En esta etapa se determinaron tres parametros basicos: humedad absoluta,
porcentaje de so6lidos totales y pH promedio. Los resultados se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9.

Parametros fisico-quimicos iniciales del lodo papelero

Humedad absoluta Soélidos totales
Tipo de lodo pH promedio
(%) (%)
Lodo liquido 98.56 1.44 6.44
Lodo humedo 75.81 24.19 7.46

3.1.2. Interpretacion de la caracterizacion

El alto contenido de humedad del lodo liquido (98.56 %) coincide con los valores
reportados en la literatura para residuos papeleros tras el tratamiento primario, los cuales
suelen superar el 95 % de humedad y contener entre 1-2 % de so6lidos totales (Pérez, 2016).
Aunque esta condicion limita su densidad energética y dificulta el almacenamiento
prolongado, facilita su manipulacion, transporte y bombeo.

Por su parte, el lodo humedo, con 24.9 % de s6lidos, se encuentra en el rango descrito
para fracciones semisolidas de lodos papeleros (20-30 % de sdlidos, segiin (Chuya &
Mancheno, 2024), lo que lo hace més adecuado para hidrélisis y fermentacion al aportar
mayor cantidad de materia lignoceluldsica aprovechable.

En cuanto al pH, los valores de 6.44 y 7.46 se ubican dentro de los rangos
compatibles para iniciar procesos de hidrélisis y fermentacion alcohdlica (pH optimo 4.5—

7.5), lo que asegura la viabilidad de aplicar procesos quimicos y enzimaticos sin necesidad de
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correcciones extremas. Sin embargo, en el caso del lodo liquido sera necesario implementar
estrategias de concentracion o secado que incrementen la accesibilidad de las enzimas al
sustrato.
3.2. Pretratamiento del lodo papelero
3.2.1. Resultados del pretratamiento alcalino y dcido

El pretratamiento del lodo papelero mediante tratamientos alcalinos y 4cidos permitio
evaluar la liberacion inicial de carbohidratos disponibles en las dos fracciones estudiadas
(lodo liquido y himedo). Los resultados obtenidos evidencian que el tratamiento acido
después del lavado generé mayores concentraciones que el alcalino en ambos casos, lo que
indica una mejor solubilizacion de azicares bajo estas condiciones.

En el lodo liquido, los valores fueron bajos en todos los pretratamientos, con una
liberacion maxima de 0.2337 g/L tras el tratamiento acido con lavado. En el lodo humedo las
concentraciones resultaron superiores, alcanzando 0.3260 g/L en el tratamiento 4cido después

de lavar. Ver Figura 5.
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Figura 5.

Azucares reductores en lodo liquido y humedo (g/L)

Azucares reductores en lodo liquido y himedo (g/L)
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lavar lavar

Estos resultados confirman que el pretratamiento acido resultd més eficiente que el
alcalino y que la fraccion de lodo humedo ofrece una mayor disponibilidad de azicares desde
las etapas iniciales del proceso.

3.2.2. Cambios en parametros fisico-quimicos

Los analisis iniciales mostraron diferencias importantes entre el lodo liquido y el
huimedo en términos de solidos totales y carbohidratos disponibles. El lodo hiimedo presento
un 24.19 % de solidos totales frente al 1.44 % del lodo liquido, lo que explica la mayor
concentracion de azucares observada en esta fraccion.

En el lodo liquido, las concentraciones de carbohidratos oscilaron entre 0.0133 y
0.0147 g/L, reflejando un contenido reducido de aztcares estructurales. En contraste, en el
lodo humedo los valores estuvieron entre 0.0422 y 0.0475 g/L, aproximadamente tres veces

mas altos (Tabla 10).
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Tabla 10.

Cuantificacion de carbohidratos en lodo liquido y humedo

Dilucign  Absorbancia  Absorbancia Concentracién Concentracion
lodo liquido  lodo humedo lodo liquido (g/L)  }4do hiimedo (g/L)

1/60 0.204 0.903 0.0110 0.0500

1/60 0.211 0.968 0.0114 0.0536
Promedio 0.2075 0.9355 0.0112 0.0518

1/70 0.237 0.812 0.0128 0.0449

1/70 0.239 0.836 0.0129 0.0463
Promedio 0.2380 0.8240 0.0129 0.0456

3.2.3. Rendimiento y andlisis comparativo

El analisis comparativo entre ambas fracciones confirma que el lodo hiimedo presenta
una disponibilidad significativamente mayor de carbohidratos y azticares reductores en todas
las etapas del pretratamiento. El valor maximo de carbohidratos en el lodo htimedo triplicé al
obtenido en el lodo liquido, lo que lo convierte en una fraccion mas favorable para los
procesos posteriores de hidrolisis y fermentacion.

En términos practicos, la eleccion del lodo humedo como sustrato incrementa la
eficiencia potencial de la produccion de bioetanol, al ofrecer una base mas rica en azticares
fermentables.

3.3. Hidrdlisis enzimatica
3.3.1. Verificacion de la actividad enzimadtica

La verificacion de la actividad enzimatica se realizo a partir de diluciones seriadas de
la solucion de celulasa, midiendo la absorbancia y calculando la concentracion de glucosa
liberada en cada caso. Con base en estos datos se determinaron la actividad enzimatica
(FPU/mL), la actividad total (U) y la actividad especifica (U/g) empleando las siguientes

expresiones:
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.. .y U Glucosa total (mg)
Actividad enzimatica (—) = g g
mL Peso molecular de glucosa (

)xVolumende enzima (mlL)
mmol

(3.1)

- u

Actividad total (U) = Actividad enzimatica (ﬂ) X Volumen total
(3.2)
o o U Actividad total (U)
Actividad especifica (—) = -
g Peso enzima (g)

(3.3)

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 11, donde se observa un incremento
progresivo en los valores de actividad enzimatica, total y especifica conforme aumenta la
concentracion de glucosa liberada.

Tabla 11.

Resultados promedio de la determinacion de la actividad enzimatica

Actividad enzimatica Actividad total  Actividad especifica
Dilucion
(FPU/mL) L) (U/g)
1:40 0.0966 2.3660 473.20
1:20 0.1350 3.3084 661.68
1:10 0.2142 5.2466 1049.32
1:05 0.3517 8.6151 1723.03

3.3.2. Liberacion de carbohidratos y azucares reductores

Los resultados experimentales evidenciaron una clara relacion entre la concentracion
de glucosa liberada y la actividad enzimética obtenida. En las diluciones mas bajas (1:40), la
actividad especifica alcanz6 valores entre 443 y 503 U/g, mientras que en las diluciones mas
concentradas (1:05) se registraron los valores maximos, con 1740 U/g.

Estos resultados confirman que la enzima empleada present6 una alta capacidad

catalitica, liberando cantidades crecientes de glucosa a medida que se increment6 la
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concentracion del sustrato. La reproducibilidad entre duplicados fue adecuada, con
diferencias minimas en absorbancia y concentracion, lo que refuerza la confiabilidad del
procedimiento experimental.

3.3.3. Resultados comparativos entre lodo liquido y humedo

Comparando ambas fracciones, se observa que el incremento de la actividad
enzimatica repercutid directamente en la liberacion de azicares reductores durante la
hidrolisis. El lodo himedo mostr6 valores mas altos de azlicares disponibles en todas las
etapas, alcanzando 3.85 g/L en el hidrolizado, frente a 3.32 g/L en el lodo liquido.

Estos resultados son consistentes con el mayor contenido de solidos totales en el lodo
humedo, que proporciona mas sustrato lignoceluldsico susceptible de degradacion. En
consecuencia, el lodo humedo se confirma como la fraccion mas adecuada para maximizar la
eficiencia de la hidrélisis enzimaética y, por extension, para la produccion posterior de etanol.

El rendimiento de etanol recuperado se puede calcular mediante la siguiente ecuacion:

MEgton,i _ Ci(g/L) x Vi(L)
pEtOHerrmentado PEtoH (g/L) X errmentado (L)

ni=
(3.4)
3.4. Fermentacion alcohoélica
3.4.1. Produccion de etanol por tratamiento y condicion experimental
La fermentacion alcohoélica de los lodos papeleros se evaludé mediante un disefio
central compuesto de tipo FCCCD, considerando como factores la temperatura (23-37 °C) y
el tiempo de incubacion (1482 h). En el lodo liquido, los resultados experimentales se
presentan en la Tabla 12, donde se observa que las concentraciones de etanol oscilaron entre
3.94 y 65.57 g/L, con rendimientos entre 0.0014 y 0.0320. En el lodo humedo, los resultados
se resumen en la Tabla 13, mostrando un rango mas amplio de 5.58 a 74.29 g/L de etanol,

con rendimientos entre 0.0017 y 0.0413



Tabla 12.

Resultados de fermentacion alcohdlica en lodo liqguido (FCCCD)
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Tiempo de
Ensayo Temperatura o ubacién Tipo de Volumen R Concentracion Rendimiento

cO) M) punto destilado (mL) etanol (g/L) (g/L)
1 25 24 Factorial 27.1 1.3332 3.94 0.0014
2 25 48 Factorial 28.5 1.3341 13.47 0.0049
3 25 72 Factorial 245 1.3337 8.95 0.0028
4 30 24 Factorial 35.9 1.3349 22.62 0.0104
5 30 48 Factorial 37.9 1.3372 49.7 0.0241
6 30 72 Factorial 36.0 1.3355 29.57 0.0136
7 35 24 Factorial 25.2 1.3341 13.47 0.0043
8 35 48 Factorial 27.2 1.3345 18.03 0.0063
9 35 72 Factorial 253 1.3333 4.45 0.0014
10 23 48 Axial 34.7 1.3334 5.58 0.0025
11 37 48 Axial 243 1.3334 5.58 0.0017
12 30 14 Axial 34.6 1.3336 7.83 0.0035
13 30 82 Axial 34.6 1.3338 10.08 0.0045
14 30 48 Central 38.2 1.3385 65.57 0.0320
15 30 48 Central 38.1 1.3374 52.11 0.0254
16 30 48 Central 38.5 1.3366 42.52 0.0210




Tabla 13.
Resultados de fermentacion alcohdlica en lodo humedo (FCCCD)
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Tiempo de Volumen
Ensayo Tempoeratura i ubacién Tipo de destilado R Concentracion Rendimiento

O M) punto (mL) etanol (g/L) (g/L)
1 25 24 Factorial 30 1.3344 17.35 0.0046
2 25 48 Factorial 32.5 1.3373 50.42 0.0169
3 25 72 Factorial 35 1.3355 29.79 0.0100
4 30 24 Factorial 35.5 1.3383 62.71 0.0135
5 30 48 Factorial 40 1.3392 73.88 0.0352
6 30 72 Factorial 42.5 1.3383 63.5 0.0308
7 35 24 Factorial 37 1.3356 31.26 0.0227
8 35 48 Factorial 45 1.3367 43.69 0.0175
9 35 72 Factorial 48 1.3358 33.15 0.0168
10 23 48 Axial 30 1.3338 10.01 0.0017
11 37 48 Axial 50 1.3344 16.68 0.0117
12 30 14 Axial 28 1.3382 61.65 0.0163
13 30 82 Axial 45.5 1.3366 42.54 0.0287
14 30 48 Central 44 1.3387 67.5 0.0355
15 30 48 Central 43 1.3388 69.42 0.0357
16 30 48 Central 46 1.3381 60.6 0.0413
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Los datos confirman que las condiciones centrales (30 °C, 48 h) favorecieron la
mayor produccién de etanol en ambos casos, lo que concuerda con estudios previos sobre
fermentacion en residuos lignoceluldsicos.

3.4.2. Produccion de etanol en lodo humedo y liquido (FCCCD)

El analisis comparativo entre ambas fracciones evidencia que el lodo hiimedo mostrd
una produccion mas elevada y estable que el lodo liquido. En condiciones centrales, el
rendimiento méximo se alcanzo en el ensayo 16 del lodo humedo (74.29 g/L, 0.0413 de
rendimiento), mientras que en el lodo liquido correspondi6 al ensayo 14 (65.57 g/L, 0.0320
de rendimiento).

La mayor fraccion de solidos totales en el lodo humedo (24.19 %) explica la
disponibilidad adicional de carbohidratos fermentables, que favoreci6 la sintesis de etanol. En
contraste, el lodo liquido, con 1.44 % de sélidos, limit6 la concentracion final alcanzada.
3.4.3. Anadlisis estadistico RSM y modelos de superficie de respuesta

El analisis de superficie de respuesta (RSM) permiti6 evaluar la influencia de la
temperatura y el tiempo de incubacion sobre el rendimiento alcohdlico.

En el lodo himedo, el modelo resultd altamente significativo (p < 0.001), con un R? =
86.73 %, R? ajustado = 80.09 % y un R? de prediccion = 64.41 %, lo que indica un buen
ajuste general, pero con variabilidad experimental moderada. El diagrama de Pareto (Figura
6) mostrd que los términos cuadraticos de temperatura? y tiempo? fueron los factores mas
influyentes, mientras que los términos lineales y la interaccion no fueron significativos. La
superficie de respuesta (Figura 7) evidenci6 una curvatura parabdlica, con una zona 6ptima

en torno a 30 °C y 48 h.
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Figura 6.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para lodo humedo
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En el lodo liquido, el modelo también fue significativo (p < 0.001), con un R? = 88.41
%, R? ajustado = 82.62 % y un R? de prediccion = 78.46 %, lo que refleja un mejor poder
predictivo respecto al lodo himedo. La prueba de falta de ajuste no fue significativa (p =
0.669), confirmando la robustez del modelo. El diagrama de Pareto (Figura 8) indico
nuevamente que los términos cuadraticos de temperatura? y tiempo? fueron los factores
relevantes, mientras que la interaccion no tuvo significancia estadistica. La superficie de
respuesta (Figura 9) mostré un méximo de rendimiento en torno a 30 °C y entre 48—55 h.
Figura 8.
Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para lodo liquido

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Rendimiento, a = 0.05)
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: Factor Nombre
A Temperatura (°C)
B Tiempo (h)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Efecto estandarizado



22

Figura 9.

Superficie de respuesta del rendimiento de etanol en funcion de temperatura y tiempo en lodo
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3.4.4. Interpretacion de condiciones optimas
Los modelos ajustados permiten establecer las condiciones que maximizan la
produccion de etanol en ambos sustratos.

En el lodo humedo, el modelo obtenido fue:

R = —0.5903 + 0.03738T + 0.002046t — 0.0005909T2 — 0.00001250t* — 0.0000234Tt

donde T corresponde a la temperatura (°C) y t al tiempo de incubacion (h). Este
modelo predice un rendimiento maximo cercano a 74.29 g/L en torno a 30 °C y 48 h, lo cual
coincide con los resultados experimentales. A temperaturas extremas (23—-37 °C) o tiempos
prolongados (82 h), la produccién disminuy6 por inhibicion metabodlica de la levadura.

En el lodo liquido, el modelo ajustado fue:

R = —0.4680 + 0.02963T + 0.001931t — 0.0004860T2 — 0.00001716t% — 0.0000090Tt

Este modelo estim6 condiciones Optimas cercanas a 30 °C y 4855 h, con un

rendimiento maximo de 65.57 g/L. Aunque este valor es inferior al del lodo humedo, la
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mayor homogeneidad de la matriz liquida redujo la variabilidad experimental, lo que
representa una ventaja en términos de reproducibilidad.
3.5. Verificacion del etanol obtenido
3.5.1. Determinacion de densidad del destilado

La densidad de los destilados se determind mediante picnémetro calibrado a 25 °C.
La Tabla 14 muestra los resultados obtenidos para los destilados provenientes de lodo
himedo y lodo liquido.

Tabla 14.

Determinacion de densidad del destilado mediante picnometro lodo humedo y liquido

Destilado de lodo himedo Destilado de lodo liquido
Masa picnometro vacio (g) 11.8350 11.8351 11.8350 11.8351
Masa picnometro
21.4264 21.4264 22.5916 22.5804
+destilado (g)
Volumen del picnometro
10.8508 10.8508
(mL)
Densidad del destilado
0.8839 0.8839 0.9913 0.9903
(g/mL)
Densidad del destilado
0.8840 0.9908
promedio (g/mL)
Porcentaje de error (%) 12.0375 25.5770

Se observa que ambos destilados presentaron densidades superiores al valor de
referencia del etanol puro (0.789 g/mL). El destilado del lodo humedo alcanz6 un valor
promedio de 0.884 g/mL (error 12 %), mientras que el del lodo liquido fue de 0.991 g/mL
(error 25 %). Estos valores indican la presencia de impurezas y agua residual, siendo el lodo

liquido el que mostréd mayor desviacion respecto al estandar. En términos comparativos, el
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lodo humedo produjo un destilado mas cercano al valor de referencia, lo que sugiere una
menor contaminacion con compuestos no etanolicos.
3.5.2. Curva de calibracion de etanol

La verificacion del etanol obtenido requiri6 establecer una relacion entre el indice de
refraccion (IR) y la concentracion de etanol en solucion acuosa. La curva de calibracion se

construy6 a partir de soluciones estdndar presentadas en la Figura 10.

Figura 10.

Curva de calibracion de etanol mediante indice de refraccion
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El analisis evidenci6 un incremento progresivo del IR conforme aument6 la
concentracion de etanol hasta 629.50 g/L, con un punto maximo en 708.18 g/L. Esta curva
permitio validar que los valores de IR medidos en los destilados se correspondian
efectivamente con la presencia de etanol, aunque los desvios observados respecto al
comportamiento teorico reflejan la influencia de mezclas con agua y compuestos secundarios.
3.5.3. Analisis FTIR del destilado

El analisis FTIR permiti6 confirmar la identidad quimica del etanol presente en los
destilados. En la Figura 11 se presentan los espectros comparativos del destilado y del etanol

estandar.
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Figura 11.
Espectros FTIR del destilado (azul) y etanol estandar (rojo)
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Los espectros mostraron bandas caracteristicas de etanol:
e 3300 cm™: vibracion de estiramiento O—H.
e 2970 cm™: estiramiento C—H de grupos metilo y metileno.
e 1050 cm™: vibracion de enlace C—O, confirmando que la estructura molecular
del etanol se mantuvo tras la destilacion.

Adicionalmente, en los destilados se observaron picos alrededor de 1600 cm™,
asociados a compuestos secundarios como acido acético y acetaldehido, y sefiales menores en
la region <800 cm™!, atribuibles a impurezas inorganicas o residuos no volatiles.

En conjunto, el FTIR valida la presencia de etanol en el destilado, aunque
acompafiado de subproductos propios de la fermentacion alcohélica. Por ello, no se puede
afirmar que el etanol fue el componente predominante, sino que coexistid con compuestos

secundarios que explican las desviaciones detectadas en la densidad.
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3.6. Evaluacion economica preliminar del proceso
3.6.1. Consumo de reactivos
El consumo de reactivos se calcul6 a partir de las cantidades utilizadas en los ensayos
de hidrolisis, fermentacion y destilacion, diferenciando entre lodo liquido y lodo humedo.
En el lodo liquido (Tabla 15), el costo total de los reactivos fue de 199.18 USD,
siendo el agua destilada el insumo mas representativo (121.12 USD), debido al elevado
volumen requerido. Otros insumos, como el hidroxido de sodio (6.37 USD) y el tartrato de

sodio y potasio (9.25 USD), tuvieron una participacion menor.

Tabla 15.
Consumo de reactivos — Lodo liquido
Reactivo Precio unitario Cantidad total Costo (USD)
(USD) consumida
Acido sulfurico (L) 28.00 0.15173 L 4.25
Agua destilada (L) 2.00 60.56 L 121.12
Buffer fosfato (L) 55.00 0.4000 L 22.00
DNS (kg) 115.37 0.0040 kg 0.46
Enzima celulasa (kg) 167.60 0.0064 kg 1.07
Fenol (L) 297.95 0.1158 L 34.49
Glucosa (kg) 5.75 0.0128 kg 0.07
Hidroéxido de sodio (kg) 31.15 0.2045 kg 6.37
Levadura (kg) 2.40 0.0080 kg 0.02
Sulfito de sodio (kg) 33.00 0.0020 kg 0.07
Tartrato de sodio y potasio (kg) 77.09 0.1200 kg 9.25
Total 199.18

En el lodo huimedo (Tabla 16), el costo total ascendi6 a 52.41 USD, dado que se
utilizaron volimenes menores de agua destilada (47.42 USD prorrateados en la escala

experimental) y cantidades muy reducidas del resto de reactivos. La enzima celulasa, a pesar
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de tener un precio unitario elevado (167.6 USD/kg), representd un costo bajo por la minima

dosis utilizada (1.67 USD).

Tabla 16.

Consumo de reactivos — Lodo humedo

Precio unitario Cantidad total

Reactivo (USD) consumida Costo (USD)
Acido citrico anhidro (kg) 28.90 0.00457 kg 0.13
Acido sulfurico (L) 28.00 0.01224 L 0.34
Agua destilada (L) 2.00 23.71 L 47.42
Citrato de sodio (kg) 5.75 0.00673 kg 0.05
Enzima celulasa (kg) 167.60 0.0100 kg 1.68
Glucosa (kg) 5.75 0.0128 kg 0.07
Hidréxido de sodio (kg) 31.15 0.0870 kg 2.71
Levadura (kg) 2.40 0.0080 kg 0.02
Total 52.41

En ambos casos, el insumo de mayor impacto econémico fue el agua destilada, debido
al elevado volumen requerido en los tratamientos. Asimismo, la enzima celulasa representd
un costo relevante por su precio unitario, aunque su contribucion al total fue baja al usarse en
pequenias cantidades.

3.6.2. Consumo energético

El gasto energético se estimo en funcidn de la potencia nominal de los equipos
empleados y el tiempo de operacion durante cada etapa del proceso. Los resultados se
presentan en las Tablas 24 (lodo liquido) y Tabla 25 (lodo humedo) Apéndice A.

Los equipos con mayor consumo fueron la plancha calefactora y la incubadora,
debido a los prolongados tiempos requeridos para mantener las condiciones de calentamiento

y fermentacion. Por ejemplo, la incubadora representd mas del 40 % del gasto energético
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total en ambos casos. En contraste, el autoclave, espectrofotometro y bomba de vacio
tuvieron consumos menores, aportando menos del 10 % al total.

De esta manera, el perfil energético muestra que la fermentacion y el mantenimiento
de temperatura constituyen las etapas mas demandantes del proceso, lo que impacta de forma
directa en el costo total de produccion.

3.6.3. Estimacion de costos de laboratorio

La integracion de los costos de reactivos y energia permiti6 calcular el costo total de
produccion a nivel de laboratorio. Para el lodo liquido, el costo total obtenido fue de 199.18
USD en reactivos y 80.64 USD en energia, lo que da un costo total de produccion de 279.82
USD. Este valor corresponde a una produccion de 0.44 L de etanol destilado, lo que implica
un costo unitario de aproximadamente 636.9 USD/L.

Por otro lado, para el lodo hiimedo, el costo total obtenido fue de 52.41 USD en
reactivos y 84.27 USD en energia, sumando un costo total de produccion de 136.68 USD.
Este valor corresponde a una produccion de 0.0377 L de etanol destilado, lo que equivale a
un costo unitario de aproximadamente 3676 USD/L.

Estos resultados reflejan que, bajo condiciones de laboratorio, el proceso no es
economicamente competitivo, ya que el rendimiento volumétrico es bajo y el consumo
energético es elevado en relacion con la cantidad de producto final. La estimacion se realizd
considerando Gnicamente el etanol purificado tras la destilacion, excluyendo pérdidas y
subproductos.

3.6.4. Proyeccion de costos a escala mayor

Con el fin de evaluar la factibilidad en condiciones mas cercanas a un esquema

industrial, se elabor6 una proyeccion de costos considerando una produccion estimada de 10

L de etanol (escala piloto). Los resultados se presentan en la Tabla 17.
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Tabla 17.

Proyeccion de Costo de Produccion a Escala Mayor

Descripcion Valor (USD)
Costo Total de Reactivos (Escala Mayor) 41.93
Costo Total de Energia (Escala Mayor) 71.63
Costo Total de Produccion (Escala Mayor) 113.56
Etanol Producido (Escala Mayor, L) 10
Costo por L de Etanol (USD/L, Proyectado) 11.36

En este escenario, el costo total de produccion se redujo a 113.56 USD, lo que
representa un costo unitario de 11.36 USD/L, valor significativamente inferior al obtenido en
condiciones de laboratorio. La reduccion se explica por:

Compra a granel de reactivos, que disminuye el costo unitario de insumos como el
agua destilada y los 4cidos.

Mayor eficiencia energética de equipos de escala piloto, donde el costo por kWh se
distribuye en un volumen superior de produccion.

La proyeccion a escala mayor evidencia que el proceso de obtencion de bioetanol a
partir de lodos papeleros puede volverse economicamente mas viable si se optimizan
volumenes y condiciones de operacion, disminuyendo el costo por litro en mas de un 95 %
respecto al nivel de laboratorio.

3.7. Discusion general de resultados
3.7.1. Relacion entre condiciones iniciales y rendimiento de etanol

Los resultados experimentales mostraron una relacion directa entre la composicion
inicial de los lodos papeleros y el rendimiento obtenido en la fermentacion alcoholica. El
lodo htiimedo, con un mayor contenido de s6lidos totales (24.19 %) y concentraciones mas
elevadas de carbohidratos y azucares reductores (3.85 g/L tras hidrolisis), alcanzé valores

maximos de 74.29 g/L de etanol en condiciones optimas (30 °C, 48 h). En contraste, el lodo
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liquido, caracterizado por una humedad elevada (98.56 %) y menor disponibilidad de
carbohidratos (3.32 g/L), present6 rendimientos inferiores, con un maximo de 65.57 g/L.

Este comportamiento confirma que la cantidad de materia organica fermentable
disponible en el sustrato es el factor critico en la eficiencia del proceso. A ello se suma la
actividad enzimatica obtenida durante la hidrolisis (hasta 1740 U/g en diluciones
concentradas), que evidencid una alta capacidad de conversion de celulosa a azicares
fermentables y contribuy6 directamente a los rendimientos observados en fermentacion.

No obstante, la calidad del bioetanol obtenido se vio afectada por la presencia de
impurezas detectadas en los destilados, con densidades superiores al valor de referencia para
etanol puro (0.789 g/mL). El lodo himedo mostr6 desviaciones menores (0.884 g/mL, error
12 %), mientras que el lodo liquido presenté mayor desviacion (0.991 g/mL, error 25 %). El
analisis FTIR confirm¢ la presencia de etanol, pero también de subproductos secundarios
como acido acético y acetaldehido, lo que explica las diferencias observadas en pureza.

En conjunto, los resultados demuestran que la composicion inicial del lodo determina
la magnitud de azlicares liberados, la eficiencia de fermentacion y la calidad del destilado,
resaltando la importancia de seleccionar adecuadamente el tipo de lodo y optimizar los
pretratamientos en futuras aplicaciones a escala piloto.

3.7.2. Comparacion con estudios previos

La produccion de bioetanol a partir de residuos lignoceluldsicos ha sido ampliamente
estudiada, reportandose rendimientos variables segln el sustrato y las condiciones aplicadas.
Investigaciones con bagazo de cafia y aserrin sefialan concentraciones de 40—60 g/L de etanol
bajo condiciones de fermentacién comparables (Benavides, 2020; Hosam, 2024). Los valores
maximos alcanzados en este estudio (65.57-74.29 g/L) superan dichos rangos, lo que
confirma que los lodos papeleros constituyen un sustrato competitivo dentro del grupo de

residuos lignoceluldsicos aprovechables.
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En el contexto nacional, la valorizacion de lodos papeleros se ha orientado
principalmente hacia usos no energéticos, como su incorporacion en materiales de
construccion o compostaje. Este trabajo representa uno de los primeros aportes
experimentales en Ecuador en torno a la conversion biotecnologica de lodos papeleros en
biocombustibles, ampliando el espectro de alternativas para la gestion de este residuo.

Si bien los rendimientos obtenidos fueron elevados, la presencia de subproductos en
los destilados y las desviaciones respecto al valor de referencia de etanol puro evidencian la
necesidad de etapas adicionales de purificacion (ej. rectificacion, destilacion fraccionada, uso
de membranas selectivas) para alcanzar los estandares internacionales de bioetanol
carburante. A pesar de ello, los resultados confirman que la ruta propuesta es técnica y
econdmicamente viable en escenarios de escalamiento controlado, y se posiciona como una
alternativa prometedora frente a la disposicion convencional de estos residuos en rellenos

sanitarios.



Capitulo 4

32



33

4. Conclusiones y Recomendaciones

4.1. Conclusiones

La produccion de bioetanol a partir de lodos papeleros se comprob6 técnicamente
viable bajo condiciones de laboratorio. El lodo humedo, gracias a su mayor
proporcidn de sélidos y carbohidratos, alcanzo los rendimientos mas altos de
etanol (0.0413 frente a 0.0320 en lodo liquido), mientras que el lodo liquido
destaco por su mayor estabilidad experimental. Los analisis de densidad, indice de
refraccion y FTIR confirmaron la presencia de etanol en los destilados, aunque se
observaron desviaciones respecto al valor tedrico (0.884 g/mL en lodo himedo y
0.990 g/mL en lodo liquido frente a 0.789 g/mL tedrico) y la formacion de
subproductos como acetaldehido y 4acido acético. Esto evidencia que, aunque la
fermentacion fue exitosa, se requieren etapas adicionales de purificacion para
cumplir con los estandares de bioetanol carburante.

El efecto de la temperatura y el tiempo de incubacion fue determinante en la
produccion de etanol. Las condiciones Optimas se ubicaron en torno a 30 °C y 48
h, alcanzandose 74.29 g/L en el lodo humedo y 65.57 g/L en el lodo liquido. Esto
demuestra que, aunque ambos lodos son aprovechables, el lodo humedo ofrece
mayor productividad debido a su mayor disponibilidad de carbohidratos tras la
hidrolisis enzimatica.

El disefio de superficie de respuesta (FCCCD) permitié identificar un
comportamiento parabolico, donde las condiciones intermedias resultaron mas
favorables. El modelo del lodo hiimedo mostré un ajuste adecuado (R* = 86.73 %,
R? ajustado = 80.19 %, R? pred = 64.41 %), o que indica buen ajuste general,

aunque con menor capacidad predictiva. En contraste, el modelo del lodo liquido



34

presentd un mejor desempeiio (R? = 88.41 %, R? ajustado = 82.62 %, R? pred =
78.46 %), evidenciando un ajuste aceptable y con mayor robustez comparativa.

El anélisis econémico preliminar evidenci6 que, el proceso no es técnicamente
factible a nivel de laboratorio, presenta limitaciones econémicas debido al alto
consumo de reactivos y a la baja pureza del etanol obtenido, lo que restringe su
aplicacion directa como biocombustible. No obstante, los resultados constituyen
una base solida para futuros estudios de viabilidad a escala piloto e industrial,
orientados a optimizar costos y mejorar la eficiencia en la valorizacién de residuos

papeleros.
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4.2. Recomendaciones

Se recomienda utilizar técnicas analiticas mas confiables para la cuantificacion de
etanol (ej. cromatografia de gases o HPLC), a fin de reducir la variabilidad
asociada al uso de métodos indirectos como el indice de refraccion.

Evaluar métodos de pretratamiento combinados (fisico-quimico, mecanico o con
0zono) que permitan incrementar la liberacion de carbohidratos en el lodo liquido
y reducir el arrastre de impurezas en el destilado.

Es necesario implementar técnicas de rectificacion, destilacion fraccionada o
membranas selectivas para eliminar compuestos secundarios (ej. acetaldehido,
acidos organicos) detectados por FTIR y obtener un bioetanol de grado carburante.
Se recomienda realizar pruebas piloto en reactores de mayor capacidad (5—10 L)
para verificar la reproducibilidad de los modelos estadisticos y evaluar la

eficiencia de fermentacion a nivel semi-industrial.
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Apéndice A
Tabla 18.
Valores de absorbancia y concentracion para la curva de calibracion de glucosa
Absorbancia Absorbancia Concentracion
a Absorbancia (2) (Promedio) /L)
0.211 0.213 0.212 0.01
0.495 0.532 0.5135 0.03
0.959 0.875 0.917 0.05
1.196 1.279 1.2375 0.06
1.288 1.477 1.3825 0.07
2.166 2.029 2.0975 0.1
Tabla 19.

Datos de la curva de calibracion para la cuantificacion de azucares reductores

tracié
Absorbancia (1)  Absorbancia (2)  Absorbancia (Promedio) Conc(egl;lf)acmn
0.029 0.033 0.031 0.3
0.134 0.127 0.131 0.5
0.214 0.209 0.212 0.7
0.41 0.423 0.417 1
0.533 0.505 0.519 1.3
0.768 0.729 0.749 1.7
0.845 0.881 0.863 2
Tabla 20.
Cuantificacion de azucares reductores en lodo liquido
Tratamient Tratamient
Tratamiento Tratamient
o alcalino o acido
alcalino sin 0 acido sin Hidrolizado
después de después de
lavar lavar
lavar lavar

Abs 1 -0.192 -0.139 -0.061 -0.001 1.533
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Abs 2 -0.189 -0.148 -0.068 0 1.539
Abs prom -0.191 -0.144 -0.065 -0.001 1.536
Azucares
reductores -0.1474 -0.0532 0.1053 0.2337 3.3159

(g/L)

Tabla 21.
Cuantificacion de azucares reductores en lodo humedo
Tratamiento Tratamiento
Tratamiento Tratamiento
alcalino acido
alcalino sin acido sin Hidrolizado
después de después de
lavar lavar
lavar lavar
Abs 1 -0.128 -0.099 -0.001 0.042 1.816
Abs 2 -0.135 -0.103 0 0.049 1.79
Abs prom -0.132 -0.101 -0.001 0.046 1.803
Azucares
reductores -0.0291 0.0321 0.2337 0.3260 3.8516
(g/L)
Tabla 22.
Resultados de la determinacion de la actividad enzimatica
Actividad Actividad
[Glucosa] Glucosa Actividad
Dilucion  Absorbancia enzimatica especifica
(mg/mL) total (mg) total (U)
(FPU/mL) (U/g)
1:40 0.049 0.33300 8.1585 0.0906 2.2189 443.79
01:40
) 0.071 0.37713 9.2397 0.1026 2.5130 502.60
duplicado

1:20 0.134 0.50351 12.3360 0.1369 3.3552 671.03

01:20
. 0.127 0.48947 11.9920 0.1331 3.2616 652.32
duplicado

1:10 0.276 0.78837 19.3149 0.2144 5.2533 1050.66
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du(i)lli:clgdo 0.275 0.78636 19.2658 0.2139 5.2399 1047.98
1:05 0.534 1.30592 31.9950 0.3552 8.7020 1740.40
01:05

duplicado 0.521 1.27984 31.3561 0.3481 8.5282 1705.65

Tabla 23.

Datos de la curva de calibracion de etanol
g eta moles Eta moles H20 Xeta [etanol] g/L IR
0.79 0.02 0.50 0.03 78.69 1.3388
1.58 0.03 0.44 0.07 157.37 1.3469
2.37 0.05 0.39 0.12 236.06 1.3504
3.16 0.07 0.33 0.17 314.75 1.3534
3.95 0.09 0.28 0.24 393.43 1.3574
4.73 0.10 0.22 0.32 472.12 1.3602
5.52 0.12 0.17 0.42 550.81 1.3625
6.31 0.14 0.11 0.55 629.50 1.3637
7.10 0.15 0.06 0.74 708.18 1.362

Tabla 24.

Consumo Energético - Lodo Liquido

Equipo Voltaje Potencia  Horas Consumo Costo energético
(V) (kW) de uso energético (kWh) (USD)

Autoclave 115 1.5 10.5 15.75 1.575

Balanza analitica 115 0.2 0 0 0

Balanza semi
analitica 115 0.2 1.75 0.35 0.035
Bomba de vacio 115 0.3 3.17 0.95 0.095
Espectrofotometro 240 0.2 3.92 0.784 0.0784
Estufa 250 2.5 12 30 3
Incubadora 250 1 274 274 27.4
Manta 120 0.5 4 2 0.2
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Plancha 120 1 478.67 478.67 47.87
Potenciometro 115 0.2 1.03 0.206 0.0206
Sorbona 115 0.5 7.33 3.665 0.3665
Vortex 115 0.1 0.67 0.067 0.0067
Total 815.73 80.64
Tabla 25.
Consumo Energético - Lodo Humedo
Consumo Costo
Equipo Volta) ~ Potencia  Horas energético energético
e(V) (kW) de uso
(kWh) (USD)
Autoclave 115 1.5 3 4.5 0.45
Balanza analitica 115 0.2 0 0 0
Balanza semi
analitica 115 0.2 1.08 0.0216 0.00216
Bomba de vacio 115 0.3 2.83 0.849 0.0849
Espectrofotometro 240 0.2 0.25 0.05 0.005
Estufa 250 2.5 3.5 8.75 0.875
Incubadora 250 1 274 274 27.4
Manta 120 0.5 4 2 0.2
Plancha 120 1 550.25 550.25 55.03
Potenciometro 115 0.2 0.7 0.14 0.014
Sorbona 115 0.5 4.33 2,165 0.2165
Vortex 115 0.1 0.13 0.013 0.0013
Total 842.67 84.47
Tabla 26.

Calculo de Costo Total de Produccion - Lodo Liquido y Lodo Humedo

Descripcion Valor — Lodo liquido Valor — Lodo humedo
Costo Total de Reactivos 199.18 52.41
Costo Total de Energia 80.64 84.27
Costo Total de Produccion 279.82 136.68
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Etanol Producido (L)

0.44

0.0377

Costo por L de Etanol (USD/L)

~ 636.9

~ 3676
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Apéndice B
Imagen 1. Imagen 2.
Aspecto del lodo liquido Aspecto del lodo hiimedo

Imagen 4. Imagen 3.

Tratamiento alcalino Filtrado después del tratamiento alcalino

Imagen S. Imagen 6.

Aspecto del lodo pretratado con NaOH luego del

Tratamiento acido

secado
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Imagen 7. Imagen 8.

Lavados y filtrados del lodo

Aspecto del lodo con los pretratamientos luego del secado

Imagen 9. Imagen 10.

Medicion de azucares reductores Determinacion de la actividad enzimadtica

Imagen 11. Imagen 12.

Hidrolisis enzimatica Hidrolizado del lodo himedo
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Imagen 13. Imagen 14.

Hidrolizado del lodo liquido

. m

Imagen 15. Imagen 16.

Sistema de destilacion Bioetanol

Imagen 17. Imagen 18.

Fracciones de destilados del lodo hiimedo Fracciones de destilados del lodo liguido




Imagen 19.

Densidad mediante picnometro

Imagen 20.

Espectrofotometro FTIR
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