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RESUMEN

El mucilago de cacao CCN-51 es un residuo organico generado en grandes volumenes
en las zonas cacaoteras de Ecuador, lo que representa un impacto ambiental
significativo. Dada su composicion rica en azdcares fermentables, en el presente trabajo
se evaluo el uso del mucilago como sustrato para la produccién de bioetanol mediante
fermentacion con la levadura Saccharomyces cerevisiae cepa Fermivin XL, la cual
posee caracteristicas cinéticas adecuadas para llevar a cabo un proceso fermentativo

eficiente en tiempos cortos.

Se realizaron tres experimentos de fermentacion, variando la concentracion de la
levadura Saccharomyces cerevisiae Fermivin XL (0.5, 1y 1.5 g/L) con adicién de sulfato
de amonio como nutriente, cuya cantidad dependié de los °Brix iniciales de cada
muestra (8.5, 9.35y 7.775 g/L para 17, 18.7 y 15.5 °Brix respectivamente). La relacién
utilizada fue 3.75 g de sulfato de amonio por cada 500 ml de muestra con 15 °Brix,
equivalente a 7.5 g de (NH,),S0, por litro. Estos experimentos permitieron evaluar el
efecto de la concentracién de in6culo y nutriente sobre la cinética fermentativa y el
rendimiento en la produccion de bioetanol a partir del mucilago de cacao CCN51 como

sustrato.

Posteriormente, mediante simulacion en el software COCO Simulator, se modeld la
etapa de destilacion, con el objetivo de obtener un bioetanol de alta pureza (>99%) apto
para su utilizacion en diversas industrias como la alimentaria, quimica y petroquimica.
La simulacion también permitié optimizar la recuperacion de solventes y el tratamiento

de corrientes residuales maximizando el aprovechamiento de los subproductos.

Los resultados de las simulaciones demostraron la viabilidad técnica del proceso
propuesto para el aprovechamiento integral del mucilago de cacao CCN-51 como
materia prima en la produccién de bioetanol. Esto representa una alternativa
prometedora para dar valor agregado a este desecho, mitigando su impacto ambiental

y generando un biocombustible de alto valor energético.

Esta valorizacion integral del mucilago de cacao no solo permite mitigar su impacto
ambiental como desecho, sino que también promueve un enfoque de economia circular
al convertirlo en un producto de valor agregado. Ademds, el bioetanol obtenido
representa una fuente de energia renovable que contribuye al desarrollo de
biocombustibles amigables con el medio ambiente, ofreciendo una alternativa mas

sostenible frente a los combustibles fésiles y sus efectos nocivos.



Este estudio sienta las bases para el aprovechamiento biotecnoldgico de otros residuos
agroindustriales en la produccién de bioenergia, fomentando practicas mas ecoldgicas

Y una transicion hacia una economia baja en carbono.
PALABRAS CLAVES:

Mucilago de cacao, fermentacion, COCO Simulator y bioetanol.



ABSTRACT

The CCN-51 cocoa mucilage is an organic residue generated in large volumes in the
cocoa-producing areas of Ecuador, representing a significant environmental impact.
Given its rich composition in fermentable sugars, the present work evaluated the use of
mucilage as a substrate for bioethanol production through fermentation with the yeast
Saccharomyces cerevisiae strain Fermivin XL, which possesses suitable kinetic
characteristics to carry out an efficient fermentative process in the short times.

Three fermentation experiments were conducted varying the concentration of the yeast
Saccharomyces cerevisiae Fermivin XL (0.5, 1, and 1.5 g/L) with the addition of
ammonium sulfate as a nutrient, the amount of which depended on the initial °Brix of
each sample (8.5, 9.35, and 7.75 g/L for 17, 18.7, and 15.5 °Brix, respectively). The ratio
used was 3.75 g of ammonium sulfate per 500 ml of sample with 15 °Brix, equivalent to
7.5gof (NH,),S0, per liter. These experiments allowed evaluating the effect of inoculum
and nutrient concentration on the fermentation kinetics and bioethanol production yield

using cocoa mucilage CCN51 as the substrate.

Subsequently, through simulation in the COCO Simulator software, the distillation stage
was modeled, with the aim of obtaining a high purity bioethanol (>99%) suitable for use
in various industries such as food, chemical and petrochemical. The simulation also
allowed optimizing solvent recovery and residual stream treatment, maximizing the

utilization of by-products.

The simulation results demonstrated the technical feasibility of the proposed process for
the integral utilization of CCN-51 cocoa mucilage as a raw material in bioethanol
production. This represents a promising alternative to add value to this waste, mitigating

its environmental impact and generating a high-energy value biofuel.

This integral valorization of cocoa mucilage not only allows mitigating its environmental
impact as waste, but also promotes a circular economy approach by converting it into a
value-added product. Furthermore, the obtained bioethanol represents a renewable
energy source that contributes to the development of environmentally friendly biofuels,
offering a more sustainable alternative to fossil fuels and their harmful effects. This study
lays the foundation for the biotechnological utilization of other agroindustrial residues in
bioenergy production, fostering more ecological practices and a transition towards a low-

carbon economy.

KEY WORDS:



Cocoa mucilage, fermentation, COCO Simulator and bioethanol.

VI



CONTENIDO

DEDICATORIA . ..ottt e e ettt et e e e e e e e e erbba e e e e e I
AGRADECIMIENTOS ...ttt e ettt e e e e e eeeeeaa s 1l
RESUMEN ... e e ettt e e e e e e e e e a b e e 1l
A B S T R A T e e e e e et et e et e e e et e e et e aanaans \%
LISTA DE TABLAS . ..ot e et e et e e e rt e e e eaa s X
LISTA DE FIGURAS .ottt e et e e et e e e s X
LISTA DE ABREVIATURAS ...t e e Xl
INTRODUCCION .....oooviiiiieieeie ettt e ettt eteste et e eteateetaeneeaesaesreaneeneas 1
OBUIETIVOS .. ettt e ettt ettt e et et e e e e et e e e eena e aaee 4
(O T L= AV oo L= Y= - | APPSR 4
ODbjJetivos ESPECTIICOS ..o e 4
1. MARCO TEORICO... ettt e e e e et e e e eea s 5
3 R O T T PP PP TP PRRP 5
1.1.1 Produccion Nacional € INternacional. ...........cc.uuveviiieeiiiiiiiiiiiiee e 5
1.1.2 PArte€S del CACAO0. .......cceviiiiiiiiiiiiiieeee ettt 6
1.1.3 COMPOSICION AEI CACAD. ....ceeeeiiiiiiiiiiiiiie ettt e et e e e e e e e anes 7
1.1.4 RESIAUOS eI CACAOD. ....uuvveiiiieeeiiiiiiee ettt e e e e e e e e 8
1.1.4.1 MUCTIagO A€ CACAO. .......oeviiiiiiii et e e e e e e 8
1.2 Fermentacion del mucilago de CaCan ..........cc.oevviiiiiiiiiceiiieieee e 9
1.2.1 Extraccion del mucilago de Cacan. ........cccceveeeiiiiiiiiiiiii e 9
1.2.2 Analisis iniciales del mucilago de Cacan. .............coeuviieieiieeiiieicce e, 10
1.2.3 Fermentacion alCONGIICA. ...........ooiiuiiiiiiiiie e 10
1.2.4 SAacCharOmMyCES CEIEVISIAE. .......ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 10
1.2.5 Saccharomyces Cerevisiae Fermivin XL. ... 11
1.2.6 Cultivo de la Saccharomyces CereviSIae. ..........cuuvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 11
1.3 SIMUIACION € PrOCESOS ..coveiiiiiiieiiieeeeeee ettt ettt ettt ettt e e e e et e et e e e e e e e e e eeeaeeeees 11
1.3.1 Simulacion de proceS0S QUIMICOS. ....cviviiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 11
1.3.2 Tip0oS de SIMUIAOIES. ......coeeiiiiiii e e e e e eeeeees 11

Vi



O I 1] 1= I U PP 12

1.3.2.2 ASPEN HY S S i e 12
1.3.2.3 CREMCAD. ...ttt e et e et e e 12
1.3.2.4 COMSOL MURIPNYSICS....cettiiiiiiieeee ettt e e e et e e e e e e eeeaaaaas 13
1.3.2.5 GPROMS. . ettt et e aa s 13
1.3.2.6 PTrOSIMPIUS.....cooiiiiiiiiiiieieieeeeeeee e 13
1.3.3 SIMUIAAOr COCO. ..coiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 13
L.3.3. L CORE. e e e 14
L 3.3 2 T A e ettt a e e e r s 14
1.3.3.3 CUS CUS. ettt e et e et e et eeer s 14
1.3.3.4 CHEMSER. ... e 14
1.3.4 MOdeloSs terMOINAMICOS. ......cceiiiiiiiiiii et e e e e e 14
L1.3L4. 1 WILSON. Lottt e e et e ettt e e et et e e e e et e e e eeea s 14
L34 2 UNIRAC ..t e et e et e e et e e e aa s 15
1.3 A3 UNIQUAC. ...ttt e et e et e e et e e e ab s 15
R T N | G I PSP 15
1.3.4.5 Soave-Redlich-Kwon (SRK). .......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 15
2. METODOLOGIA. ..ottt ettt e et et e eeeeb e e e eea s 16
2.1 Sujetos o unidades de aNAliSiS.........ieiiiiiiiiiiiiiiiie e 16
2.1.1 UDiIcacion geOgrafiCaL. ........uuuiiii i 16
2.1.2 Identificacion de variables. ............cccuiiiiiiiiiii e 16
2.1.3 PODIACION Y MUESEIA. ...eeeiiiiiii e e e e e e e e e e e b e e 16
2.2 MaterialeS Y MELOUOS ... .uuuiiiiiiiiee i a s 17
2.2.1 Obtencion del MUCTHAGO. ... ..uviiiiiiiiiiie e 18
2.2.2 Esterilizacion del Jugo de MUCTIAgO. .........cooeiiiiiiiiiiiiiie e 18
2.2.3 Caracterizacion del mucilago de CaCa0. ..........ccuvviviiiieeeiiiiiiiiiee e 18
2.2.4 Proceso de fermentacion del mucilago de cacao CCN51. ............evvvvevvrmmeninnnnnnns 20
2.2.5 Proceso de destilacion en simulador COCO............eeviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 22
2.2.5.1 Primera Columna de desStilaCion. ............ccouuiiiiiiiiiiieeeeeiiie e 23

VI



2.2.5.2 Segunda Columna de destilaCiOn. ...........ccovviiiiiiiiiiie e 23

2.2.5.3 Tercera Columna de destilacion. ... 24
2.2.5.4 Cuarta Columna de desStilaCion. ............ceoeiiiiiiiiiiiiii e 25
2.3 Proceso de recoleccion y andlisis de datOS.......ccoeveeeviiiiiiiiiiiii e, 26
2.3.1 Identificacion de fuentes de datos. ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiee e 26
2.3.2 Disefio del instrumento de recoleccion de datos............cooovuviiiiiiieeenniiiiiieeeenn. 26
2.3.3 ReCOIECCION U8 TALOS. ......uuviiiiiieeiiiiiiei et e e e e e e 26
2.3.4 Organizacion y limpieza de datos. ..........ccooeaiiiiiiiiieii e 26
2.3.5. ANAIISIS 08 TALOS. ....cooiiiiiiiii e 27
2.3.5.1 Analisis de tendencias temMpPOrales. ...........coovuiiiiiiii i ee e 27
2.3.6. Interpretacion de resUltados. ...........ouuiiiiii e 27
3. RESULTADOS Y DISCUSIONES ... .ottt 28
3.1 FEIMENTACION ...ttt e e e e e e e e e e 28
3.1.1 °Brix del fermentado. ............uuuuumuiiiiiiiiiii e 28
3.1.2 pH del ferMENTATO. ........uiiiiiiiiiiiie e 30
3.1.3 Azucares reductores del fermentado. ...........occvvveeriiiieieiniiiee e 31
3.1.4 Acidez del fTErMENTATO. .........uuuuuiiiiiiiiiiii bbb 33
3.2 SIMUIACTON et e e e e e e 35
3.2.1 Proceso de Simulacién del Fermentado de Mucilago de Cacao......................... 35
3.2.2 Primera Columna de DesStilacion. ..............eeviiiiiiiiiiiiiecceee e 36
3.2.3 Segunda Columna de DestilaCiOn.............ooovuiiiiiii e 39
3.2.4 Tercera Columna de DeStilaCioN..............uuiiiiiieiiiiii e 40
3.2.5 Cuarta Columna de DesStilaCion. ..........c..uuueiiiiieiiiiiiieieee e 40
4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. ..ottt 42
o R o T g o 1V 1] [0 = SRR 42
4.2 RECOMENUACIONES ...ttt 43
BIBLIOGRAFIA ...ttt e e te et e te e eaeereaaeeneens 44
AN X O S e ettt e e e e eaaans 53



CONTENIDO

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Contenido en las semillas del cacao por 100 g.........cuvvieiiieeriieeiiiiiieeeeeeeeeeinnns 7
Tabla 2. Reactivos, materialeS Y €QUIPOS .......cooivveiiiiiiii e e e e e e e e eaaens 17
Tabla 3. Pardmetros de fermentacion utilizados en los experimentos ......................... 22
Tabla 4. Resultados d€ [0S BIiX ..........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii s eeeseeneennnnee 29
Tabla 5. Resultados del PH .........iiiii e 30
Tabla 6. Resultados de [0S azicares redUCIOreS ...........ocuuveeieieeeeeiiiiiieeee e 32
Tabla 7. Resultados de Porcentaje de ACIAEZ ...........coeieiiiiiiiiiiiiiiin e, 34

Tabla 8. Costo total anual de una columna de destilacion simple en funcién del nimero

(o 1o F= 1 (01 PSSRt 38

Tabla 9. Procedimiento para el célculo del costo total anual ................ccccceeeeeieeennnnnnn, 38

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Principales Productos No Petroleros (millones de délares) ..........cccccceeeeennee 6
Figura 2. Partes del fruto del CaCa0...........ccovvvviiiiiiiiiiiiiie 7
Figura 3. Composicion en peso de la mazorca de CaCa0 ...........cccovvuvrreeriiirieeeniineeeens 9
Figura 4. Lugar de recoleccion del mucilago de Cacan..........cccvveiriiiiieiiiiieeeiiiieeeene 16
Figura 5. Especificaciones de la Primera Columna de destilacion. ..............ccccuvvveeeenen. 23
Figura 6. Especificaciones de la Segunda Columna de destilacion. ...............ccccvueeen. 24
Figura 7. Especificaciones de la Tercera Columna de destilacion. ..............cccccevvvvnnnn. 25
Figura 8. Especificaciones de la Cuarta Columna de destilacion. ...............ccoeeevvvvnnnnnn. 26
Figura 9. Resultados de 10S BIiX........iiiiieeiiieeiiiiiis ettt e e e e e e eeeaaaas 29
Figura 10. Variacion del pH durante la fermentacion .............ccccccoviiiiiiiiiie e 31
Figura 11. Consumo de sustrato en A, By C VS TIEMPO .....cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 32
Figura 12. Curva de CalibracCion ............ccuuiiiiiiiiieeiiiiiiieee e 33
Figura 13. Variacion de la acidez durante la fermentacion ..............ccccccoviiiieiiiinnneee 35



Figura 14. Proceso completo de la Simulacion de un bioproceso para la obtencion de

etanol a partir de mucilago de CaCAO0............uceiiiiiiiiiicc e 36

Figura 15. Tabla de corrientes y sus composiciones del proceso de destilacion de

etanol a partir del fermentado de mucilago de cacao. ............ccocevvviiiiiieceriieiiicceee e, 36
Figura 16. Torre de destilacion simple. Primera Columna. .............cccccceeeeeeeeeeeeeivinnnnnn. 37
Figura 17. Columna de destilacidn extractiva. Segunda Columna. ................cccovvvvnnnnn. 39
Figura 18. Torre de destilacion simple 2. Tercera Columna............cccccceeeeieeeeeveeivinnnnnn. 40
Figura 19. Torre de destilacion simple 3. Cuarta Columna. ...........cceeveeeeeiiiiiiiiiieeeenn. 41
Figura 20. Mezclador para Glicerina y para Agua de Residu0. ............ccovvvvvviiiiiiiennnnn. 41

Xl



LISTA DE ABREVIATURAS
DNS: acido 3,5-dinitrosalicilico
UV: ultravioleta
ATP: Adenosin Trifosfato
NADH: Nicotinamida Adenina Dinucleotido
ASPEN: Advanced System for Process Engineering
HYSYS: Hyprotech's Plant Design Software
COCO: Cape-Open to Cape-Open
COFE: Cape-Open Flowsheet Environment
TEA: Termodindmica para aplicaciones

SRK: Soave-Redlich-Kwon

Xl



INTRODUCCION

La produccion de cacao ecuatoriana tiene un gran peso sobre su economia, solo en el
2020, el cacao fue el tercer producto que mas se exporto, llegan a representar el 11%
del total de productos exportados en el pais. Esto se refleja en un ingreso de 816.392
miles de dolares, que apoya a la economia interna, sin embargo, la competitividad del
sector es bajo, categorizandolo con un sector sin potencial, debido a la exportacion

prima sin valor agregado.*

Incluso con una competitividad baja, este sector es de gran importancia para la
economia de Ecuador. Los diferentes paises exportadores de cacao en el mundo se
centran en diferentes estrategias para mejorar la comercializacién, en el caso
ecuatoriano, existe una tendencia en enfocarse en producir cacao fino de aroma de alta
calidad.?

Ecuador, como uno de los principales productores de cacao a nivel mundial, enfrenta
desafios significativos en la gestion de sus subproductos, en particular el mucilago, un
desecho que constituye el 87% del grano de cacao.® A pesar de su potencial valor, la
baja aplicacion de tecnologias en el ambito industrial, la falta de informacion y el
desconocimiento de las propiedades del mucilago han limitado su aprovechamiento
6ptimo.# Esta problematica se traduce no solo en la subutilizacién de un recurso valioso,

sino también en consecuencias ambientales adversas.

Incluso cuando se logra la aplicacion de capacitaciones sobre el cultivo, solo existe una
mejora en la calidad y produccion del cacao, y no en una mejora directa sobre la
industria. Es justo en esto en lo que mas se han estado enfocando, en la maximizacion
de la produccién, que deja de lado la innovacion y el emprendimiento en otras areas que

aprovechen al cacao en su totalidad.®

El mucilago, al ser tratado de manera inadecuada mediante métodos tradicionales,
representa un riesgo significativo para la calidad ambiental.® Este desaprovechamiento
de los desechos agricolas que poseen una composicién nutricional excepcional,
contribuye a la generacion de gases de efecto invernadero al acumularse e
incinerarse.”® Los residuos lignocelulésicos, preponderantes en los desechos

organicos, destacan como generadores de problemas ambientales adicionales.®

En este contexto, surge la pregunta crucial: ¢Es posible simular condiciones 6ptimas
para producir bioetanol de alta calidad a través de la fermentacion del mucilago de

cacao? Larespuesta a esta interrogante no solo se presenta como una oportunidad para
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maximizar la utilizacion de los recursos disponibles, sino también como una alternativa
sostenible que podria mitigar los impactos ambientales asociados con la gestion

inadecuada de los desechos del cacao.

La justificacion de esta investigacién se fundamenta en la necesidad apremiante de
abordar los problemas generados por la acumulacion de desechos de cacao a nivel
nacional. La falta de técnicas efectivas de tratamiento de sélidos organicos ha creado
condiciones propicias para el aumento de plagas y la emisién de olores desagradables.®
Ademas de los problemas ambientales, esta situacion plantea la urgencia de encontrar
soluciones que optimicen el aprovechamiento de los residuos de cacao, centrdndose

especialmente en el mucilago.

El objetivo principal de este estudio es identificar el parametro esencial para la
fermentacion del mucilago de cacao, como es la concentracion de levadura. Este factor
es crucial para desarrollar un proceso bioguimico eficiente que permita la destilaciéon y
obtencién de bioetanol de alta calidad. Los resultados de esta investigacion aspiran a
proporcionar datos fundamentales para que el sector agricola y empresarial cuente con
evidencia suficiente para explorar nuevas oportunidades de produccién de productos

con valor agregado a partir de estos residuos.

La investigacion no abordara aspectos mas amplios de la cadena de valor del cacao ni
se adentrard en la comercializacion del bioetanol resultante. Ademas, no se exploraran

a fondo otros subproductos del cacao ni sus posibles aplicaciones.

Es importante destacar que la investigacion se llevara a cabo a nivel de laboratorio,
utilizando muestras representativas de mucilago de cacao. No se realizaran pruebas a
escala industrial, y los resultados se interpretardn en el contexto de la viabilidad técnica

y econémica de implementar un proceso de fermentaciéon a mayor escala.

Este estudio también proporcionara parametros y modelos termodinamicos especificos
para la destilacién para obtener alcohol a partir del fermentado de mucilago de cacao.
No incluira consideraciones detalladas sobre otros procesos de destilacién o aspectos

mas amplios de la ingenieria quimica.



Hay que reconocer que no hace unas décadas, los disefios de nuevos procesos seguian
el recorrido de laboratorio a proceso industrial, lo cual incluia plantas piloto. Pero con la
adicion de las herramientas tecnolégicas como son los simuladores de procesos, se
produjo muchos cambios, ahora se puede modelar diagramas de flujo, que dan acceso
a modificaciones sobre los mismos procesos, modificaciones que son capaces de iterar
y aproximar el comportamiento de las operaciones a niveles cercanas a la realidad. Es
justo esto lo que permite la toma de decisiones sobre el disefio, costos y riesgos que

conlleva la implementacion de un nuevo proceso.*°

En la actualidad la simulacion de procesos se destaca como una herramienta
tecnologica que se utiliza para desarrollar, disefiar y optimizar procesos quimicos a nivel
industrial. También tiene su protagonismo en otras areas como la petroquimica, la
alimentaria, farmacéuticas y cosmética. Y esto se debe a que en todas estas areas es
necesario el uso de modelos matematicos para el célculo de balances de materia y

energia.!



OBJETIVOS
Objetivo general

Simular un bioproceso del fermentado de mucilago de cacao para la obtencion de
bioetanol de alta pureza mediante el programa COCO Simulator.

Objetivos especificos

e Caracterizar la composicion fisicoquimica del mucilago de cacao para evaluar su

influencia en la fermentacion.

e Determinar los pardmetros de fermentacion que maximizan la produccion de

bioetanol a partir del mucilago de cacao.

e Simular la obtencién de bioetanol deshidratado a partir del fermentado de

mucilago de cacao en COCO Simulator.



1. MARCO TEORICO
1.1 Cacao

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie de planta perteneciente al género de
familia Theobroma y Malvaceae, que tiene un alto valor econémico debido a que sus
granos se utilizan en la produccion principal de chocolate, cosméticos, subproductos del
chocolate, entre otros.!? La cosecha de esta planta empieza alrededor de tres a cinco
afos desde la siembra, esto va a depender siempre de su variedad o tipo de cacao y
esta alcanza el punto maximo de rendimiento a partir del octavo y décimo afio; asi mismo
se realizan dos cosechas anuales denominadas: la cosecha principal y la intermedia, es
asi como en Ecuador se pueden definir dos tipos principales de cultivos de cacao, el
primero es el Cacao Criollo o Nacional que tiene buenas caracteristicas como su aroma
y sabor increible, y el CNN51 que aunque tenga aspectos de calidad menores que el
criollo, tiene un elevado rendimiento de produccion, incluso siendo este el doble que el

del tipo anterior ya mencionado.®

1.1.1 Produccion Nacional e Internacional. Se estima que la producciéon de cacao a
nivel mundial fue de 4,7 millones de toneladas en el periodo de 2019-2020, la cual, tan
solo en Latino América representa el 18.4% correspondientes a 0.9 millones de
toneladas de este fruto, Costa de Marfil tiene una produccion de 2.1 millones de
toneladas y 0.8 millones de toneladas pertenecientes a Ghana, siendo estos los dos
paises de mayor produccién cacaotera en el mundo; mientras que en Ecuador se
produce alrededor de 0.32 millones de toneladas siendo aproximadamente el tercer o

cuarto productor de cacao, estando casi a la par que Brasil.}4

A nivel internacional, el grano de cacao y su respectiva produccién ha registrado en el
2020 una cantidad de 850% millones de ddlares, superando la cifra del 2019 con tan solo
720% millones de ddlares, reflejando un claro incremento y demanda del producto y
materia prima misma, que principalmente se viene generando en el continente africano;
asi mismo, representando aproximadamente el 4% de la participacién de la produccion
mundial de cacao. Ecuador ha logrado convertirse en uno de los principales
exportadores en Latino América, este crecimiento ha permitido un desarrollo en las
zonas costeras generando asi varios sustentos hacia los cientos de familias
ecuatorianas, que hoy en dia se enfrentan a grandes discordias enfocadas
principalmente a los precios que recibe el producto, también cabe destacar sobre la

generacion de desechos en masa que esta materia prima libera.*®



En la Figura 1 se muestra el peso que tiene la produccion de cacao sobre la economia

ecuatoriana, la cual se muy significativa.

Figura 1. Principales Productos No Petroleros (millones de doélares)
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1.1.2 Partes del cacao. En lo que corresponde el cacao, se puede distinguir tres
componentes que desempefian papeles fundamentales en su conformacion, el primero
es la cascara exterior 0 vaina del cacao que esta compuesta por: exocarpo (capa mas
externa y dura que actla como protector), mesocarpo (capa de textura fibrosa que se
encuentra exactamente debajo del exocarpo) y el endocarpo (capa interna con textura
muy suave que tiene contacto directo con el mucilago del fruto); la pulpa mucilaginosa
o0 mucilago, que es aquel que aporta el sabor y aroma caracteristico del cacao, esta
parte se representa como una sustancia viscosa en el influira en el sabor final del
producto y corresponde alrededor del 40% en peso del grano crudo; finalmente se tiene
las semillas o granos de caco que estan contenidos dentro del mucilago, este elemento
es el mas valioso, debido a que se utiliza para la produccién de chocolate y conlleva del

78 al 82% aproximadamente del peso del grano de cacao.'’

Como se puede observar en la Figura 2, el recubrimiento de las pepas de cacao es lo
gue se denomina mucilago, el cual presenta un cierto contenido de azlcares los cuales

se van a aprovechar para la produccién de etanol.



Figura 2. Partes del fruto del cacao
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1.1.3 Composicion del cacao. Los granos o semillas frescas del cacao (Theobroma
cacao L.), mas especificamente del tipo clon CCN-51, contienen 35.46% de humedad,
38% de grasa, 16.84% de carbohidratos, 7.9% de proteinas, 1.8% de cenizay 1.16%
de fibra, estos valores de analisis de composicién quimica proximal del cacao en freso
se obtuvieron mediante una investigacion realizada en la ciudad de Puerto Maldonado,

provincia de Tambopata, Peru.*®

En la Tabla 1, se observa la composicién de las semillas de cacao, en referencia al

peso total.

Tabla 1. Contenido en las semillas del cacao por 100 g

Componentes Cantidad
Calorias 456
Agua 3.64¢g
Proteina 12.0g
Grasa 46.3 g
Carbohidratos (totales) 34.7¢9
Fibra 8.6¢
Glucosa 8-13 ¢
Sucrosa 0.4-09¢
Calcio 106 mg
Fésforo 537 mg
Hierro 3.6 mg
Tiamina 0.17-0.24 mg
Riboflavina 0.14-0.41 mg
Niacina 1.7 mg
Acido Ascorbico 3.0 mg
Fuente: 1°



Tabla 1. (Continuacion)

Componentes Cantidad
Piridoxina 0.9 mg
Nicotinamida 2.1 mg
Acido Pantotenico 1.35 mg
Histidina 0.04-0.08 g
Arginina 0.03-0.08 g
Serina 0.88-1.99 ¢
Acido Glutamico 1.02-1.77 ¢
Prolina 0.72-1.97 g
Glicina 0.09-0.35¢g
Alanina 1.04-3.61 g
Valina 0.57-2.60 g
Lisina 0.08-0.56 g
Leucina 0.45-4.75 ¢
Isoleucina 0.56-1.68
Tirosina 0.57-1.27 g
Fenilalanina 0.56-3.36 g
Fuente: °

1.1.4 Residuos del cacao. La produccién en masa de cacao esta generando cantidades
considerables de residuos organicos que son expulsados en el proceso después de la
cosecha, desechos que lamentablemente son retirados hacia el medio ambiente sin
darle un pretratamiento o llegar a aprovecharlos.?° Por lo tanto, es fundamental que se
permitan analizar los residuos con el objetivo de poder implementarlos dentro del &mbito
alimenticio, para el ambito ganadero y/o entre otras alternativas que permitan mejorar
los agro sistemas y plantear procesos sostenibles de manera ambiental-econémico.?!
Los principales residuos de la extraccion de los granos de cacao incluyen la cascara, la
cascarilla y el mucilago, que son representativos en las industrias cacaoteras donde los
volimenes de produccién son significativos.?> Ademas de aquello se puede generar
una biomasa residual que puede presentar un gran riego ambiental y a la vez presentar

un impacto negativo hacia la salud de los seres humanos y animales.??

1.1.4.1 Mucilago de cacao. El mucilago de cacao es una sustancia vegetal que es
considerado por muchos productores como desecho.?* Lo que ha conllevado a que
apenas se logre usar un 28% de toda la produccién nacional como fuente de materia

prima para otros procesos, debido a la poca inversién que tiene este sector.?®



En la produccién de etanol, se ha reconocido a través de los diferentes estudios hechos
a la produccion de la cerveza, que la materia prima fermentable debe poseer al menos
un 60% de almidén, denotando la importancia del porcentaje de azucares en la

produccion de alcoholes.?

Lo que justifica la utilidad del mucilago de cacao, en vista de que tiene cerca de 4.35%
de sacarosa, 3% de glucosa y 3.8% fructuosa.?’ Tal como se muestra en la Figura 3, el
mucilago representa el 5% en peso del peso total de la mazorca de cacao, lo cual valida

gue este desecho si es representativo a nivel industrial y de produccion.

Figura 3. Composicion en peso de la mazorca de cacao
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1.2 Fermentacion del mucilago de cacao

1.2.1 Extraccion del mucilago de cacao. En la mayoria de las investigaciones en las
que se ha logrado producir etanol mediante la fermentacién del mucilago de cacao, se
ha extraido manualmente el jugo de cacao.® Pero esto no impide que se pueda obtener
a través de un extractor de pulpa del cual de toda la pulpa que ingresa solo se obtiene
un 20 % de jugo de cacao.®! Después de la extraccion del jugo se usan lonas para filtrar
cualquier solido suspendido en el mucilago.®?* Al cabo de este proceso, se suele
congelar el jugo por debajo de los 0°C, para evitar la fermentacion inmediata del
mismo.32 A partir de otros autores, si el mucilago se mantiene a temperatura ambiente,
solo necesita 3 dias para comenzar a tener una presencia de alcohol en su composicion,
dado que el jugo se vuelve acido de acuerdo con gente que lo ha consumido en ese

tiempo.3



1.2.2 Analisis iniciales del mucilago de cacao. Una vez que las muestras de mucilago
llegan al laboratorio y se congelan durante el tiempo necesario para preparar la
fermentacion, previamente se realiza ciertos analisis a las muestras iniciales, como es
el caso de los azlcares reductores, calculandolos mediante ecuacién de regresion, que

es una curva simple con glucosa (1 mg/ml).%°

En varios estudios también suelen hacer uso el método DNS, el cual a través de una
solucion del acido 3,5-dinitrosalicilico, se logra cuantificar la cantidad de azlcares

reductores gracias al uso de espectrofotémetro UV.%2

1.2.3 Fermentacién alcohdlica. La fermentacion alcohdlica necesita estar desprovista
de aire, a causa de que los microorganismos como las Saccharomyces son anaerobios.
Es en este medio en el cual pueden transformar los azlcares contenidos en el mucilago
en etanol y en productos secundarios como el diéxido de carbono.?! Sin embargo, este
proceso necesita de un debido cuidado puesto que si no se controla el alcohol terminara
convirtiéndose en acido acético, y llegando a esta etapa los microorganismos mueren

debido a su incapacidad de resistir las condiciones de pH.3®

La fermentacion estd influenciada por una variedad de factores, incluida la
concentracion de la solucién (jugo de cacao), la cantidad de sustancias nutritivas tales
como el carbono, nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, hierro, etc., la temperatura y el pH.
Estos factores deben manejarse debido a su impacto en el tiempo de fermentado y de

la concentracion final del alcohol obtenido.3®

1.2.4 Saccharomyces cerevisiae. El material genético nuclear de Saccharomyces
cerevisiae, un hongo unicelular, esta dispuesto en 16 cromosomas y tiene un tamafio
total de 12068 kilobases (kb). En cierto estudio, se llevé a cabo la secuencia completa
de su genoma, el cual comprende aproximadamente de 6000 genes, de los cuales se
estima que alrededor de 5570 son genes que codifican proteinas.®” Se han establecido
instalaciones de produccion de estas células de levadura con el propésito de generar
proteinas recombinantes, biocombustibles, compuestos quimicos a gran escala,
productos quimicos de alta pureza, asi como sustancias tanto naturales como

sintéticas.®

Su patrén de vida, identificado como “producir-acumular-consumir”, es una causa
relevante de su particular uso a nivel industrial. EI fenébmeno conocido como efecto
Crabtree, que se deriva de esto, se refiere a la capacidad de S. cerevisiae para emplear

el piruvato en la produccion de etanol y otros compuestos de dos carbonos en lugar de
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utilizar el proceso respiratorio para descomponer azucares y fomentar el crecimiento de

biomasa, incluso en ambientes con presencia de oxigeno.*”

La via metabdlica fundamental en la generacién de etanol en S. cerevisiae es la
glucdlisis, un conjunto de procesos bioquimicos que se desarrollan exclusivamente en
el citoplasma. En esta via, una molécula de glucosa se metaboliza, dando como
resultado la produccién de dos moléculas de piruvato, junto con la generaciéon de 2
moles de ATP y 2 moles de NADH.*

1.2.5 Saccharomyces Cerevisiae Fermivin XL. Fermivin XL comprende mas de 10 mil
millones de células secas activa por gramo, corresponde a la cepa CECTA 11947 XL
desarrollada en la Universidad de Santiago ubicada en Chile, esta presenta propiedades
enoldgicas excepcionales tales cual, su alta tolerancia al alcohol, alcanzando un punto
maximo de hasta el 15.5%, tiene una rapida cinética de fermentacién, también consta
de medianas necesidades nutricionales y resistencia a temperaturas en el rango de 20
a 30 °C, estas caracteristicas son las mas adecuadas para realizar una maceracion

corta, generando alcohol en menor tiempo.*°

1.2.6 Cultivo de la Saccharomyces Cerevisiae. Para lograr que la fermentacion se lleve
de manera correcta, es necesario que primero los microorganismos (Saccharomyces
Cerevisiae) se adapten al medio, por lo que se activan agregando una cantidad pequefia
de levadura con una alicuota de 10 ml de mucilago de cacao a la temperatura con la
que se trabajara la posterior fermentacion.** Si la fermentacion se llevara con adicién de

suplementos, se puede agregar a esa primera activacion peptona y dextrosa.®?
1.3 Simulacién de procesos

1.3.1 Simulacién de procesos quimicos. Los programas informaticos de simulacién son
softwares muy Utiles para los ingenieros en vista de que simulan procesos de diversas
areas industriales, siendo relevante su evaluacion, disefios y equipos de plantas de
estas operaciones unitarias aplicadas en el ambito quimico, petroquimico, farmacéutico,
entre otros, donde se desarrolla la transformacion de determinada materia prima para
su posterior obtencion y fabricacién de productos finales que se les pueden afiadir un

valor agregado para su comercio.*?

1.3.2 Tipos de simuladores. En la actualidad, hay muchos simuladores de procesos
quimicos en el mercado, y dependiendo del area de investigacion o trabajo, se elige el
que tenga las caracteristicas mas adecuadas, sin mencionar el precio de la adquisicion

de cada uno.
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1.3.2.1 Aspen Plus. ASPEN es la sigla de Sistemas de Ingenieria de Procesos
Avanzados (Advanced System for Process Engineering) y se basa en un programa de
simulacion mediante un diagrama de flujo. En las versiones mas recientes, Aspen se ha
reemplazado por Aspen Plus. Para modelar cuantitativamente una instalacion de
procesamiento quimico, se emplea un programa de informatico denominado “simulacion
de diagrama de flujo”. Esta simulacién abarca no solo la unidad del reactor primario sino
también las etapas de pre y post tratamiento. Cada icono representa una operacion
unitaria, un proceso quimico, un flujo de material, un flujo de energia o una entrada y
salida de sefial eléctrica, sirve para representar simbdélicamente todo el proceso quimico,

desde la materia prima hasta el producto final.*®

De tal manera que se puede disefiar un diagrama de flujo para la produccién de etanol,
que cuenta con las herramientas necesarias para el monitoreo y optimizacion del

rendimiento de la planta pilo.*

1.3.2.2 Aspen HYSYS. Aspen HYSYS ocupa una posicion destacada como herramienta
lider en el mercado para el modelado de procesos en diversas industrias clave, como la
produccion de petréleo y gas, el procesamiento de gas, la refinacion de petréleo y la
separacion de aire. Es ampliamente reconocido por su funcién crucial en la concepcién
de proyectos, el perfeccionamiento de procesos, la administracion de activos y la
evaluacion de desempefio.*® Se ha consolidado como un simulador de procesos
extremadamente accesible y de facil manejo en la industria de la refinacion de petréleo
y gas.“*® Incluso aquellos usuarios con limitados conocimientos previos pueden adquirir
competencia en su capacidad de modelado. Entre las caracteristicas particularmente
sencillas de usar se incluye un diagrama de flujo de proceso altamente interactivo para
crear y navegar simulaciones extensas. Ademas, ofrece un proceso de trabajo eficaz
para llevar a cabo el disefio de procesos, determinar las dimensiones de los equipos y

realizar estimaciones preliminares de costos.*’

1.3.2.3 ChemCAD. ChemCAD es un software de acceso libre, que facilita los calculos
de balance de materia y energia, ademas de permitir la determinacién de variables de
disefio en una cantidad extensa de operaciones unitarias que se usan muy
comlUnmente.*® Gracias a esto se logra buscar puntos de optimizacion que eleven la

eficiencia de los procesos unitarios que se estén simulando.*

Estas acciones se logran en conjunto con el manejo de una enorme base de datos de
componentes, a la cual incluso se le puede afadir nueva informacion de operacion y

propiedades.®®
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1.3.2.4 COMSOL Multiphysics. Los dos estilos de funcionamiento que proporciona
COMSOL Multiphysics a través de la elaboracion de guiones son la modalidad de
interfaz grafica de usuario y la modalidad de comandos. Ambos enfoques benefician a
los usuarios. La modalidad de guion se emplea mayormente en la creacion y desarrollo
de COMSOL Multiphysics de alta calidad. Este se compone de tres secciones
principales: pretratamiento, resolucion y posprocesamiento. El pretratamiento implica la
generacion del modelo de elementos finitos y la configuracion de los parametros de
carga. La seccioén de resolucién abarca la solucién de ecuaciones y la subdivision de las
mallas. Por ultimo, el posprocesamiento comprende la visualizacion y el andlisis de los

resultados.!

1.3.2.5 GPROMS. GPROMS, que se traduce como Sistema Global de Modelado de
Procesos, representa un software de vanguardia para la simulacion y modelado de
procesos de uso general. Este programa brinda la capacidad a los disefiadores de
procesos y al personal operativo en empresas en funcionamiento, asi como a sus
proveedores de tecnologia, para cuantificar de manera excepcional el disefio y
funcionamiento de los procesos, lo que conlleva a un incremento tangible en los ingresos

y disminucién de costos operativos y de inversién.>?

1.3.2.6 ProSimPlus. Es una herramienta informatica que se especializa en el balance
de masa y energia para una gran variedad de industrias. Las areas en las que mas se
suele usar son gas-oil, energia y farmacéutica, porque las herramientas que presenta
poseen un gran potencial en la representacion de sistemas unitarias que modelan la

realidad de los procesos industriales.%3

1.3.3 Simulador COCO. El simulador Cape-Open to Cape-Open (COCO) es un software
gratuito que se usa mucho en el ambito educativo y para estudiantes de tercer nivel. Su
particular sencilles la hace muy atractiva para los estudiantes que dan sus primeros
pasos en la simulacion de procesos, sin mencionar que el desarrollo de la competencia
en este simulador es muy satisfactorio para la mayoria de los docentes.>* Ciertos
estudios lo caracterizan como uno de los programas libres con mas capacidades de
simulacion, llegando a competir con muchos softwares comerciales del mercado. Sin
embargo, inicialmente el simulador se desarroll6 como un programa informatico que
asista en los procesos de ingenieria por medio de un computador. Principalmente este
hecho, fue lo que le dio su popularidad gracias a que los productos desarrollados se
intercomunicaban de una manera ordena y estructural, lo que en si facilité el disefio de
los procesos industriales, al permitir tener una idea de cémo las diferentes operaciones

unitarias se veian influenciadas entre ellas.%®
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1.3.3.1 COFE. COFE son las iniciales para CAPE-OPEN Flowsheet Environment, un
pilar fundamental de COCO simulator, puesto que este es el entorno visual con el que
los ingenieros se familiarizan para comprender los diagramas de variedades de
operaciones unitarias presentes en el simulador. La forma de resolver los procesos
unitarios es a través de un algoritmo que trabaja con Automatic Tear Streams, y
haciendo uso de las propiedades de los flujos que se muestran el programa se encarga
de conversiones de unidades y determinaciones de concentraciones. Lo mejor de COFE

es que se puede utilizar en otros simuladores fuera de COCO simulator.5®

1.3.3.2 TEA. Termodinamica para Aplicaciones de Ingenieria o como también se suele
llamar TEA, es una biblioteca termodinamica, la cual puede consultar todos los paquetes
termodindmicos que se encuentran en ChemSep, ademas de contar con una base de
datos que registra mas de 400 reacciones quimicas.*® Y lo mas importante, los métodos
de célculo, de las propiedades termodinamicas son tan extensas que permiten incluso

calcular los derivados analiticos de cada reaccion.s

1.3.3.3 CUSCUS. Cuscus o Couscous se modela como un paquete de operaciones
unitarias, las cuales trabajan en el interfaz grafico de COFE, y que a su vez tiene la
capacidad de procesar todas propiedades termodindmicas y de flujo de operaciones

tales como: el expansor, bomba, turbina, unidad flash, etc.%®

1.3.3.4 CHEMSEP. Chemsep es fue programado para realizar simulaciones de
procesos de separacion. En sus inicios se disefid para ser facil de usar, y poseer un
algoritmo robusto para solucionar problemas complejos, atrayendo asi a expertos y
estudiantes. No fue hasta 3 afilos después de su nacimiento, en 1991, cuando se afiadié
los algoritmos para la resolucion de procesos en no equilibrio. Desde ahi, se han
agregado afio tras afio nuevos modelos de desequilibrio, como modelos de extraccion,

modelo de destilacion de tres fases, etc.’

1.3.4 Modelos termodinamicos. Son representaciones matematicas del comportamiento
energético de las moléculas y de las interacciones entre ellas. Se puede decir que los
modelos termodinamicos se clasifican en 3 grupos, las ecuaciones de estado, los

coeficientes de actividad y los métodos especializados.>®

1.3.4.1 WILSON. Es un método grafico que forma parte de los coeficientes de actividad,
ya que tiene la capacidad de calcular de manera muy precisa los coeficientes de
conveccion que se dan en una inmensa cantidad de procesos de transferencia de calor

convectiva. Su punto principal es que se centra en evadir las mediciones directas de
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temperaturas superficiales, por lo que no toma en cuenta cualquier tipo de anomalia en

el flujo del fluido o transferencia de calor introducida que midan dicho calor.>®

1.3.4.2 UNIFAC. Este método de coeficientes de activad, se basa en las estimaciones
de propiedades termodinamicas de mezclas liquidas derivadas de las contribuciones de
grupos, las cuales sirvieron para enlazar los calores de mezcla y el desarrollo del método
de solucion de grupos para coeficientes de actividad. El propésito de este método es
hacer uso de datos de equilibrio de fases ya estudiadas para predecir equilibrios de
nuevas fases de las cuales no se cuenta informacion. Para realizar esto se usa los datos
de coeficientes de actividad experimentales que se usaran para el calculo de parametros

gue caractericen pares de grupos de sistemas electrolitos.®°

1.3.4.3 UNIQUAC. Es un modelo de coeficientes de actividad, que es aplicable una
gran cantidad de mezclas liquidas, la cual funciona con la manipulacion de dos
parametros ajustables por binario, independientes de los parametros que tienen las
sustancias puras. A diferencia del método UNIFAC, esta puede representar equilibrios
vapor-liquido binarios para sistemas no electrolitos siempre que estén a una baja

presion.tt

1.3.4.4 NRTL. Se lo conoce como uno de los métodos de coeficiente de actividad mas
utilizados. Para comprender por qué fue necesario su desarrollo, habria que esclarecer
gue tanto las interacciones (fuerzas intermoleculares) de corto y largo alcance se deben
contar cuando se realice algun célculo de comportamiento del equilibrio de fases de
mezclas de electrolitos. Y es justo el método NRTL el que puede describir con gran

proximidad la composicion local de las moléculas.*!

1.3.4.5 Soave-Redlich-Kwon (SRK). Es una ecuacion cubica de estado mejorada, que
forma parte de las ecuaciones de estado, para comprenderla hay que conocer que hasta
el afio 1979 solo los compuestos no polares o ligeramente polares, eran los Unicos que
se estudiaban con las ecuaciones de estado. Luego se incluyeron las reglas de mezcla,
sin embargo, estas tenian una particularidad, la presion infinita, cosa que se arreglé con
el método PSRK, el cual permitia el trabajo de los modelos con presion atmosférica. Los
PSRK incluyeron la utilizacion de los parametros de UNIFAC para puntos supercriticos,
lograndose grandes resultados en los estudios sobre procesos etanol-agua y acetona-
agua, avanzando hasta incluir gases tales como el dioxido de carbono, metano, acido

sulfhidrico, hidrogeno, etc.
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2. METODOLOGIA
2.1 Sujetos o unidades de analisis

2.1.1 Ubicacion geografica. Las pruebas se realizaran in vitro en los laboratorios de la
Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud, de la Universidad Técnica de Machala.

2.1.2 Identificacion de variables. Como en el presente estudio se realizard una parte
experimental y una parte simulada, se llega a la necesidad de separar las variables en

funcion de los dos procesos, fermentacion (experimental) y destilacion (simulacion):

En el analisis experimental se van analizar las variables dependientes como son la
concentracion de levadura — Saccharomyces Cerevisiae (g/L) y la concentracion de
nutriente — Sulfato de amonio (g/L) la cual va a depender de los grados brix que presente
en mucilago de cacao. Las variables independientes son el pH, la temperatura (25 °C),

el volumen (2 L) y el tiempo (168 h).

En la simulacién se tendra presente como variables dependientes la concentraciéon de
etanol y agua que se destile, al igual que la tempera de salida del etanol de alta pureza
que se produzca. Como variables independientes tendremos la concentracién de etanol
en el fermentado, el flujo masico de 2194.27 kg/h, la temperatura a 25 °C y la presion a

1 atm.

2.1.3 Poblacién y muestra. La pulpa de mucilago de cacao CCN51 se recolect6 del
proceso de filtracibn por medio de mallas en la finca en Bajo Alto, EI Oro, con
coordenadas 3°08'27.3"S 79°52'22.7"W, como se observa en la Figura 4.

Figura 4. Lugar de recoleccion del mucilago de cacao
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Se transportard a la Universidad Técnica de Machala y se la congelard a 5 °C en el
laboratorio de Area de biomateriales LI-BM. Se determiné que la muestra es apta para
su analisis porque en la zona donde se produce la materia prima (Cacao), es un buen
habitad tropical donde se puede desarrollar seguramente y sin factores que afecten el

contenido de la mazorca y pueda modificar aspectos importantes en su composicion.
2.2 Materiales y métodos

Para lograr este trabajo de titulacion se usaran los siguientes reactivos, materiales y
equipos en la presente investigacion, de los cuales tanto los reactivos como los
materiales se usaran unicamente en la fermentacion, para el caso de la medicién de
etanol, se realizara el andlisis en Seidlaboratory Cia. Ltda., el cual usara el método
SEIN-GA (INEN 340). La simulacion del destilado solo hara uso de una laptop y de
COCO simulator. En la Tabla 2 se especifica los reactivos, materiales y equipos
necesarios para la realizacion del fermentado de mucilago de cacao y para la

simulacion.

Tabla 2. Reactivos, materiales y equipos

Reactivos Materiales Equipos

Sulfato de Amonio Mascarilla Autoclave
((NH4)2S04, 99%, Fisher) Guantes HPLC

Acido Nitrico (HNOs3, 99%, Mandil de laboratorio pH metro

Fisher) Envases para autoclave de Laptop

Mucilago de cacao 2000 mL COCO Simulator
Saccharomyces Cerevisiae Probeta de 100 mL Refractometro
Fermivin XL Micropipeta de 100 um Espectrofotémetro
Tartrato de sodio y potasio  Pipeta graduada de 10 mL uv

tetrahidrato Bureta de 25 mL

(KNaC4H4064H20,98%, Vasos de precipitacion de 50,

Fisher) 100y 250 mL

Dextrosa 500 g de Tubos de ensayo

TMMEDIA Tijera

Hidréxido de Sodio (NaOH, Marcadores permanentes
98%, Fisher)
Fuente: Autoria propia.

El método se puede dividir en dos partes principalmente, la primera parte que es la
fermentacion del mucilago de cacao y la segunda parte es la simulacién del fermentado

para la obtencion de bioetanol.
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2.2.1 Obtencién del mucilago. La recoleccion del mucilago de cacao se realiza
siguiendo un procedimiento tradicional, la cual maximiza la calidad y la cantidad
obtenido. Para ello, se seleccionaron cuidadosamente las plantaciones de cacao en la
region de estudio, eligiendo arboles sanos y maduros que presentaran un alto contenido
de mucilago. Durante la temporada de cosecha, se realizan inspecciones regulares para

identificar las vainas de cacao en el punto 6ptimo de madurez.

Las vainas se abrieron y se separan cuidadosamente las semillas de cacao del mucilago
circundante. Para extraer el mucilago de las vaihas, se utiliz6 un método de
fermentacion controlada. Las vainas se colocaron en contenedores especificos. se
permitié que fermentaran durante un periodo determinado, lo que facilité la separacién
del mucilago de las semillas. Después, se utiliz6 un proceso de lavado con agua para
eliminar el mucilago de las vainas y obtener una solucion acuosa rica en mucilago. Esta
solucion se filtra a través de lonas de malla fina para eliminar cualquier residuo sélido y
obtener un mucilago liquido de alta pureza. Todos los pasos del proceso se realizan
bajo condiciones controladas de temperatura y tiempo, registrando meticulosamente
cada fase para garantizar la reproducibilidad de los resultados y la calidad del mucilago

obtenido.

2.2.2 Esterilizacion del Jugo de Mucilago. Para el proceso de esterilizacion, se introdujo
el jugo de mucilago en 3 envases de alta resistencia al calor elaborados con vidrios de
borosilicato de 2000ml y se los sometié a la temperatura de 121 °C por 15min en una
autoclave, terminado este proceso se dejé enfriar por una hora a temperatura ambiente
(25°C), ver Anexo A.

2.2.3 Caracterizacion del mucilago de cacao. Se procede a realizar los primeros analisis
de las propiedades fisicoquimicas del jugo de mucilago, para tener un estudio de
muestra inicial que pueda ser utilizado como primer punto de referencia, se midié pH,
°brix, solidos totales y Acidez titulable. Estas mismas propiedades se toman durante y

al finalizar el proceso de fermentacion.
e Determinacion del pH
Para la determinacion del pH, se realiza a través del siguiente proceso:
i) Se prepara la solucién a analizar y se coloca en un tubo de ensayo.

i) Se calibra el pH-metro, haciendo uso de soluciones buffer de 4, 7 y 10 de pH.
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iii) Se enjuaga correctamente el electrodo con agua destilada, y posteriormente se

seca con un papel absorbente muy suavemente.

iv) Sumergir el electrodo dentro del tubo de ensayo que contiene la solucion, y se

espera el tiempo necesario para que se estabilice la lectura.
v) Se registra el pH indicado en la tabla de registro.

vi) Finalmente se enjuaga el electrodo con agua destilada.

e Determinacion de los °brix

La determinacion de los °brix, comienza con la calibracion del refractometro con agua
destilada, de manera que la lectura de cero. Luego se coloca de 1 a 2 gotas de la
muestra sobre el prisma, y se cierra suavemente, verificando que la muestra ocupe toda
la superficie del lente. Inmediatamente, se dirige a una fuente de luz, y asegurandose
que no existe burbujas, se procede a registrar el valor de los grados Brix. Al término de

la lectura, hay que limpiar con agua destilada.®?
e Determinacion de sélidos totales

El porcentaje de sdlidos totales se realiza en un analizador de humedad MB90 de la
marca OHAUS. Al encender el equipo hay que calibrarlo, estableciendo el punto cero,
para luego agregar de entre 1 a 5 gramos de muestra liquida, distribuyéndola de manera
uniforme por todo el plato. Luego se cierra la tapa del equipo y se espera a que elimine
la humedad de la muestra, asi calculara el porcentaje de humedad usando la diferencia
entre el peso inicial y el peso final. Al finalizar, el equipo arrojara el valor de la muestra

y luego se debe retirar el plato del equipo para poder lavarlo.®®
e Determinacion de la acidez titulable

Para la determinacion de la acidez titulable se necesitan: 10ml de muestra, preparar una
solucion de NaOH a 0.5 N, la cual se introduce en una bureta graduada para la medicion
de la cantidad de mililitros consumidos por la muestra. La muestra es colocada en un
vaso de precipitacion y se le aflade NaOH a 0.5 N, midiendo constantemente en el pH-

metro hasta tener un viraje en el punto de 7 en la escala de pH.%*

Una vez obtenido el valor de los ml gastados de NaOH a 0.5 N, se aplica la ecuacion de
la Acidez Titulable, para su respectivo calculo la ec. (1) permite identificar el porcentaje

de acidez total presente en la muestra.
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AT = Q0000 1)

Donde,
AT: % de acidez titulable,
V: volumen de hidréxido de sodio consumido (ml),
Meq: Miliequivalente del &cido formado en la muestra (4cido citrico),
M: volumen de la muestra utilizado (ml).
e Determinacion de azucares reductores

Para determinar los azlcares reductores, se hace uso del método DNS, el cual se
realiza mediante una alicuota de 0.5 ml de mucilago al cual se le afiade 0.5 ml de DNS,
para luego ser calentado en agua durante unos 5 minutos a una temperatura de 100°C,
y posteriormente ser enfriada con la adicion de 5 ml de agua destilada, siendo la solucién

final analizada en un espectrofotémetro a 540 nm.=

La preparacioén del reactivo DNS, se pesa 1.6 g de NaOH, 43.8 g de Tartrato de Na-K 'y
1 g de Acido 3.5-dinitrosalicilico. Se agrega el NaOH a un vaso de precipitacion con
50ml de agua destilada hasta disolver completamente, luego se agrega el Tartrato de
Na-K lentamente hasta disolver por completo la solucion mediante agitacion magnética,
y se agrega la solucion de Acido 3.5-dinitrosalicilico, protegiendo el reactivo de la luz
con papel aluminio. En seguida, se afora la solucién hasta 100 ml con agua destilada

en un balén aforado de 100 mly se deja en agitacién toda la noche en un frasco ambar.%®

2.2.4 Proceso de fermentacion del mucilago de cacao CCN51. Para la realizacién de
esta investigacion se realizaron tres experimentos, los cuales consisten en la utilizacion
de variaciones de concentracion de levadura de 0.5, 1 y 1.5 g/L de Saccharomyces
cerevisiae Fermivin XL con la adicion de Sulfato de Amonio que es el nutriente para el
microorganismo, esta Ultima dependera de la cantidad de °Brix iniciales de cada

muestra.

El nutriente que se utilizara para la fermentacién fue el Sulfato de Amonio (NH,),SO,
obtenido de manera comercial, la cual se agrega en relacion a la cantidad de °Brix
iniciales y volumen total de mucilago de cacao a fermentar. Para lo cual se utiliz6 8.5,
9.35 y 7.75 g/L de nutriente para los experimentos A, B y C respectivamente, que

representan la concentracion de levadura a utilizar y que también demuestran valores
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de 17, 18.7 y 15.5 °Brix iniciales. La cantidad de nutriente afiadido al mucilago de cacao
se hace en base a la relacion de 3.75g de Sulfato de amonio en 500ml, todo esto en 15¢g

0 15 °Brix, los cuales representan a 7.5g de (NH,),SO, en 1 litro de muestra.®®

En el proceso de fermentacion se utilizaran los envases para autoclave de 2000 ml a los
cuales se les adatdé de manera artesanal una trampa de agua para su debida liberacion
de gases (CO2), las muestras se fermentaron por 7 dias a temperatura ambiente (25°C)
para cada grupo en los cuales se tomaron muestras diarias para realizar los andlisis de

pH, brix, %Humedad, Acidez titulable y AzlUcares reductores, para sus debidos estudios.

Las muestras obtenidas diariamente se congelaban a temperatura de 5°C, debido a que
se realizaria un analisis de composicion quimica posterior a la tltima fermentacion de

cada grupo.
Aqui se mediran los azucares reductores durante los 7 dias.

La recoleccion de los datos se las realiz6 diariamente para tener los andlisis de pH, brix,
%Humedad, Acidez titulable y Azlcares reductores; en la tabla 3, se describen los

experimentos que se realizaron en la fermentacion.

Al ser una investigacion experimental se va a usar un disefio factorial de 3x2 que son
las variables de concentrado de Saccharomyces cerevisiae y concentracion del

nutriente.

La implementacion de la saccharaomyces cerevisae fermivin XL se atribuyé a sus
excelentes propiedades, permitiendo una cinética de fermentacibn mucho mas répida
gue las levaduras que comunmente se utilizan para la fermentacion del mosto, también
cuenta con parametros de trabajo estandar como lo es la temperatura a un rango de 20
a 30 °C, facilitando asi la capacidad de implementarse a condiciones normales y
disponiendo de una alta resistencia al porcentaje de alcohol, maximo 15.5%.; siendo

esta la mejor opcién de microorganismos para la utilizacién del fermentado.*°
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Se utilizé el Sulfato de Amonio debido a que aporta a la nutricién de la levadura
garantizando una completa fermentacion, activa el crecimiento de la saccharomyces
cerevisiae aportando nitrégeno, corrigiendo las deficiencias del mismo y evitando que
se produzcan desviaciones organolépticas, por tanto, este nutriente es muy utilizado en

aplicaciones enoldgicas aportando beneficios al proceso de fermentacion alcohdlica.®”

Tabla 3. Pardmetros de fermentacion utilizados en los experimentos

Experimento  Levadura — Nutriente - Sulfato de
Saccharomyces Amonio (g/L)
Cerevisiae Fermivin
XL (g/L)

1 0.5 8.5

2 1 9.35

3 1.5 7.75

Fuente: Autoria propia

2.2.5 Proceso de destilacion en simulador COCO. Se recopild la informacién de los
resultados del experimento 6ptimo que obtuvo la mayor cantidad de etanol y se los
ingres6 en el programa de simulacion libore COCO Simulator para ejecutar una
destilacion extractiva donde se simulara con glicerina como el solvente. Las variables
que se modificaran son: Numero de platos de la primera columna y flujo de solvente;
que se obtendran en funcién a las condiciones mas apropiadas para la produccién de

un etanol al 99% de alcohol.

El esquema de simulacion se llevara a cabo mediante 4 columnas de destilacion, todas
ellas trabajaron con el modelo termodindmico de NRTL. En la primera columna se desea
obtener el alcohol en base al fermentado de mucilago de cacao para su alta pureza, el
objetivo de la segunda columna es la recuperaciéon de solvente utilizado, la tercera
columna se enfoca en la obtencion mas pura de etanol con el fin de eliminar el azeétropo
formado en el etanol-agua vy, la cuarta columna se encarga de recuperar la glicerina
residual del proceso anterior. Los parametros fijos a utilizar son: el modelo
termodinamico y la cantidad de producto a concentrar, estas variables fijas se las

receptaron mediante revision bibliogréfica.
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2.2.5.1 Primera Columna de destilacién. En la primera columna se usaron 2194.27 kg/h
de fermentado de mucilago de cacao, que contiene 14% de etanol y 86% de agua, estos
valores se obtuvieron con el método SEIN-GA (INEN 340) del laboratorio Seidlaboratory
Cia. Ltda, ubicado en la ciudad de Quito, provincia de Pichincha, Ecuador. En esta
columna se variaron la cantidad de platos totales de la misma y plato por el cual va a
ingresar el alimento, obteniendo los valores éptimos para llegar a una alta concentracion
de etanol destilado, ademas se detalla en la Figura 5, las especificaciones de la

columna.

Figura 5. Especificaciones de la Primera Columna de destilacion.
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2.2.5.2 Segunda Columna de destilacion. En esta columna se realizé una destilacion
extractiva para la separacion de la mezcla azeotrépica que el etanol tiende a poseer con
el agua, utilizando como solvente la glicerina, la cual es un admirable compuesto que
logra separar de manera 6ptima el azeétropo del etanol-agua. En esta segunda columna
se utilizé como platos de entrada el nUmero 4 para el solvente y 19 para el producto de
la primera columna, teniendo un total de 30 platos, todo esto recomendado por el mismo
simulador; asi mismo se modificaron los parametros de flujo de solvente para la
obtencion de etanol a un 99% puro, tal como se muestran las especificaciones de la

columna en la Figura 6.

23




Figura 6. Especificaciones de la Segunda Columna de destilacion.
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2.2.5.3 Tercera Columna de destilacion. EIl objetivo de la tercera columna es el de
recuperar la maxima cantidad de solvente utilizado en la operacién unitaria anterior, de
igual manera aqui se recomendaron un total de 30 platos y para la etapa de entrada la
numero 15 en el simulador, siendo este proceso una destilacion simple para la correcta
y eficiente recuperacion de glicerina. En la Figura 7, se evidencia que especificaciones

se modificaron para la recuperacion de la glicerina.
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Figura 7. Especificaciones de la Tercera Columna de destilacion.
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Fuente: Autoria propia

2.2.5.4 Cuarta Columna de destilacion. La cuarta columna se enfoca en el producto de
condensado de la columna ndamero 3, con las especificaciones de la Figura 8. Esta
columna contiene agua, etanol y glicerina; la cual se desarrolla de tal manera que se
pueda separar aun mas la glicerina del agua para recuperar el porcentaje del solvente
en este residuo al maximo, obteniendo asi una glicerina al 99% pura, con la capacidad
de poder ser recirculada por el mismo sistema u otro subsiguiente, y agua de residuo
que esta en condiciones de ser desechada o reutilizada para algun tipo de proceso de

tratamiento.
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Figura 8. Especificaciones de la Cuarta Columna de destilacion.
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Fuente: Autoria propia
2.3 Proceso de recoleccion y andlisis de datos

2.3.1 Identificaciéon de fuentes de datos. Las variables a medir son los azUcares
reductores, los grados Brix, la acidez titulable y el pH durante el proceso de
fermentacion. Se debe incluir la concentracion de grado alcohdlico que se obtenga al

final del fermentado.

2.3.2 Disefo del instrumento de recoleccion de datos. Se disefia un protocolo de
recoleccién de muestras que incluye la extraccion del mucilago de cacao y la medicion

de las variables mencionadas en puntos especificos del proceso de fermentacion.

2.3.3 Recoleccién de datos. Se mide el contenido de azlUcares reductores utilizando el
método DNS, se determina los grados Brix con un refractdmetro, se titula la acidez con

solucion de NaOH y se registra el pH con un pH metro.

2.3.4 Organizacion y limpieza de datos. Los datos recopilados se organizan en una
base de datos estructurada, donde cada muestra esta asociada con sus respectivas

mediciones de azlcares reductores, grados brix, acidez titulable y pH. En ciertos casos
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se procedera a realizar una limpieza de datos para corregir posibles errores de medicion
y asegurar la coherencia de los datos.

2.3.5. Andlisis de datos. Se lleva a cabo un andlisis estadistico para identificar tendencia

en las mediciones de las variables a lo largo del proceso de fermentacion.

2.3.5.1 Andlisis de tendencias temporales. Se usaran graficos de lineas o graficos de
series temporales para visualizar como cambian las variables a lo largo del tiempo

durante el proceso de fermentacion, haciendo uso de OriginPro 2024.

2.3.6. Interpretacion de resultados. Se elabora un informe detallado que incluye tablas

y gréficos de los datos recopilados.
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1 Fermentacion

3.1.1 °Brix del fermentado. Segun se observa en la Figura 9, los valores de °Brix en
funcién del tiempo presentan un descenso acelerado durante las primeras 24 horas para
los tres experimentos realizados. Posterior a este periodo inicial, el decremento en los
°Brix se torna mas lento e incluso se evidencia una ligera tendencia ascendente. No
obstante, la trayectoria general describe un comportamiento decreciente, lo cual indica
gue los azucares fermentables en el mucilago de cacao estan siendo metabolizados por
la accion de los microorganismos involucrados en el proceso fermentativo para producir

etanol y otros compuestos.

Esta disminucién progresiva en los sélidos solubles, representados por lo °Brix, es
concordante con el consumo de sustratos azucarados como glucosa, fructuosa y
sacarosa por parte de la levadura Saccharomyces cerevisiae Fermivin XL durante la
fermentacion alcohdlica. A medida que transcurre el tiempo de fermentacion, la
concentracion de estos azUcares disponibles se va reduciendo, reflejdndose en los
menores valores de °Brix obtenidos. Este comportamiento es un idicador del adecuado
progreso de la bioconversién de los azucares del mucilago hacia la formacion del

producto de interés, el bioetanol.

En la Tabla 4, el experimento A demuestra una reduccion de 17 a 7.77 °Brix desde el
tiempo inicial (0O horas) hasta el tiempo final (168 horas), asi mismo la disminucién del
experimento B va desde 18.7 hasta 7.60 °Brix, mientras que en el experimento C
comprende desde 15.5 a 6.63 °Brix, los cuales representan una trayectoria
descendiente, respaldado y comparado con los rangos de otros autores a diferentes
°Brix iniciales, indicando la reduccion de los solidos solubles totales durante el mismo
periodo de tiempo, en el cual se expresan 15, 19 y 22 °Brix iniciales, decreciendo a las

168 horas los valores de 5, 7 y 10 respectivamente.®®

Basandose en la reduccion de los grados brix, se puede ver que el experimento B, fue
el que tuvo una mayor disminucion de azucares, lo que conllevé a solo analizar el
porcentaje de alcohol de este experimento para conocer el grado alcohdlico del

fermentado final.

28



Tabla 4. Resultados de los Brix

Experimentos

Tiempo (h
rempo (N) A B C
0 17.00 18.7 15.5
24 10.33 10.73 9.00
48 9.33 9.05 7.17
72 8.67 8.33 6.30
96 8.33 7.70 6.23
120 7.83 7.73 6.23
144 7.77 7.50 6.40
168 7.77 7.60 6.63
Fuente: Autoria propia
Figura 9. Resultados de los Brix
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Fuente: Autoria propia
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3.1.2 pH del fermentado. Como se puede observar en Figura 10, el pH del fermentado
durante los 7 dias es muy estable, con pequefias variaciones. En los experimentos para
levadura 0.5 g/L, 1 g/L y 1.5 g/L, los rangos varian entre 3.75-3.9, 3.75-3.8 y 3.1-3.35
respectivamente, los cuales se aproximan al pH de 3.7 obtenido en otro estudio de
fermentacion alcohdlica de mucilago de cacao CCN51, en el cual se realizé a una

temperatura de 30 °C y con la adicién inicial de 1 g/L de sulfato de amonio.*

En la Tabla 5 se denota una gran diferencia entre los experimentos Ay B, con respecto
al C, y eso se debe a que el tltimo mencionado contiene una mayor cantidad de sulfato
de amonio, el cual incide directamente sobre el pH del fermentado, ya que, al estar en
una alta concentracion, los microorganismos no tuvieron el tiempo suficiente para
degradarlos, lo que ocasiona que esa caida drastica del pH inicial, para luego

estabilizarse.

El pH del mucilago inicial fue de 3.6, muy diferente, con otro estudio que dice que el de
cacao CCN51 es de 4.15.%° Sin embargo, en estudio de valorizacion de mucilago de
cacao CCN51, se logra detectar un pH de 3.7+0.67, lo cual asegura que el pH del

mucilago se encuentra en buenas condiciones.*

Tabla 5. Resultados del pH

Experimentos

Tiempo (h) A 5 c

0 3.6610 3.6590 3.6670
24 3.7620 3.7763 3.1687
48 3.8147 3.7803 3.2177
72 3.8467 3.7780 3.3057
96 3.8513 3.7740 3.3233
120 3.8450 3.7747 3.3413
144 3.8757 3.7517 3.3170
168 3.8890 3.7540 3.3343

Fuente: Autoria propia
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Figura 10. Variacion del pH durante la fermentacion
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Fuente: Autoria propia

3.1.3 Azlcares reductores del fermentado. La Figura 11 muestra el comportamiento de
los azucares a medida que se fue dando la fermentacién. Se evidencia como se logra
una reduccién significativa de los azlcares reductores desde el dia cero hasta el dia 7,
llegando a un promedio de 230 mg/L de azlcares reductores al final del fermentado,
alcanzando una reduccion del 89.75%. En cierto estudio de la valorizacién de mucilago
de cacao, se evidencio una reduccion 59.93% de azucares reductores cuando se usé
saccharomyces cerevisiae, trabajando con condiciones parecidas al del actual estudio,
temperatura a 30°C, adicion de sulfato de amonio y con un pH inicial de 3.7 del mucilago

de cacao.®?

En la Tabla 6 se observa como hay una leve discrepancia entre los experimentos Ay B,
con respecto al experimento C, esto se debe a que el mucilago de cacao del dltimo
experimento contenia una menor cantidad de °brix iniciales, lo que impacta sobre los

azucares reductores que pueden convertirse en alcoholes.

31



En el experimento A y B, se observa como existe una caida brusca en los azlUcares en
el segundo dia, y a partir del tercer dia se estabiliza para lograr valores por debajo de
los 750 mg/L. El experimento en cambio tuvo una caida rapida de azlcares entre el dia

1 vy el dia 3, para luego a partir de ese dia llegar a estabilizarse, llegando a
concentraciones cercanas a cero.

Tabla 6. Resultados de los azlcares reductores

Experimentos

Tiempo (h) A 5 c
24 1806.778 2369.222 2557.984
48 1200.436 540.868 753.7736
72 427.8305 557.3298 702.1934
96 271.9924 393.8095 585.8635
120 187.4886 190.781 692.3163
144 107.3747 151.2727 306.0134
168 140.2982 -28.7093 321.9264

Fuente: Autoria propia

Figura 11. Consumo de sustrato en A, By C vs Tiempo
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El método DNS, necesita previamente una curva de calibracién, la cual sirve como base
para calcular la cantidad de azUcares presentes en la solucién, como la que se observa
en la Figura 12. En esta curva de calibracién se puede observar una pendiente positiva
en la que aumenta la absorbancia a medida que aumenta la concentracién. La ecuaciéon

de la recta se describe como y = 3.03732e*x — 0.02428.

Figura 12. Curva de Calibracion
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Fuente: Autoria propia.

3.1.4 Acidez del fermentado. En la Tabla 7 se puede observar que los valores de acidez
iniciales son de 1.1893, 1.1723 y 1.3024 para los experimentos A, B y C representando
0.5, 1 y 1.5 g/L de levadura saccharomyces cerevisiae var. cerevisiae fermivin XL,
respectivamente, la cual demuestra que conforme vaya progresando el tiempo, los
valores de acidez se van reduciendo de manera irregular. Los resultados de la
experimentacion se pueden observar en la Figura 13 que representa la relacion de
acidez que se va generando o reduciendo y la variable de tiempo la cual muestra una

tendencia oscilante-descendiente.
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Dentro de la fermentacién de cacao interviene los microorganismos que ayudaran a su
proceso, asi como la formacién de bacterias productoras de acido acético y bacterias
productoras de acido lactico, entre otros como hongos y bacillus; inicialmente las
bacterias acido-lacticas junto con la levadura se desarrollan de manera abundante
debido a la gran cantidad de azucar contenida, en este medio se va a descomponiendo
la pulpa y entra mas oxigeno, este medio es acido, conforme avance el tiempo de
fermentado se obtendran variaciones de acidez, asi el produccion de acido acético se
va formando gracias a las transformacion del &cido citrico de una subida de pH,
haciendo que estas reacciones quimicas internas varien con el tiempo y originen
variaciones en sus propiedades fisico-quimicas, pH, acidez, entre otros factores que

definan la calidad del producto final.”

Tabla 7. Resultados de Porcentaje de Acidez

Experimentos

Tiempo (h)

A B C
24 1.1893 1.1723 1.3024
48 1.0955 0.9771 1.1083
72 1.1232 0.9664 1.0869
96 1.1669 1.0837 1.0869
120 1.1648 0.9835 1.0997
144 1.1595 1.1595 1.0880
168 1.1776 1.0080 1.0859

Fuente: Autoria propia
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Figura 13. Variacion de la acidez durante la fermentacion
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Fuente: Autoria propia

3.1.5 Grado de alcohol. Através de los estudios realizados por Seidlaboratory Cia. Ltda,
se conoce que la concentracion de etanol del fermentado final del experimento B, es del

14%. Estos resultados se pueden comprobar en el Anexo F.
3.2 Simulacién

3.2.1 Proceso de Simulacion del Fermentado de Mucilago de Cacao. Las operaciones
de las columnas, flujos, modelo termodindmico y los parametros establecidos para la
obtencién del etanol, resultaron en una excelente simulacion del fermentado del
mucilago de cacao, como se puede observar en la Figura 14, derivando también
corrientes que pueden volver a ser utilizadas en el mismo proceso o para otros, logrando
una alta eficiencia en cada una de las operaciones. Los datos de las corrientes mas

importantes se pueden visualizar en la Figura 15.
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Figura 14. Proceso completo de la Simulacién de un bioproceso para la obtencién de

etanol a partir de mucilago de cacao
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Fuente: Autoria propia

Figura 15. Tabla de corrientes y sus composiciones del proceso de destilacion de etanol

a partir del fermentado de mucilago de cacao.

DESTILACION EXTRACTIVA DE MUCILAGO DE CACAO POR MEDIO DE GLICERINA

Stream Fermentado ETANOL AGUA GLICERINA -AGUA | GLICERINA RESIDUO |ETANOL CONCENTRADO | GLICERINA A RECIRCULAR|Unit
Pressure 2 1 1 0.98 1.00567 1 0.98 1 atm
Temperature 25 77.9937 97.2468 165.852 80 46.85 77.7146 46.85 °C
Flow rate 219427 644.444 1549.83 284299 2762.81 1630.01 564.267 2762.81 kg/h
Mole frac Water 0.86 0.1398 0.99 0.0611029 0 0.979473 0.01 3.2e-07

Mole frac Ethanol 0.14 0.8602 0.01 0.0288971 0 0.0205271 0.99 0

Mole frac Glycerol 0 0 0 0.91 1 0 1.17779e-12 1

Fuente: Autoria propia

3.2.2 Primera Columna de Destilacion. La corriente alimento de la columna de
destilacion simple es el fermentado de mucilago de cacao del experimento B, debido a
que este presenta la mejor estabilidad de valores de °Brix, azUcares reductores, pH 'y
acidez titulable; asi mismo se utiliz6 un flujo de 2194.27 kg/h, la composicion de la
corriente es de 0.14 Etanol y 0.86 Agua, valores obtenidos del analisis de porcentaje de
alcohol mediante el método SEIN-GA (INEN 340) proporcionado por el laboratorio
Seidlaboratory Cia. Ltda (ver Anexo H). EI modelo termodinamico que se utilizé fue el
NTRL, con entalpia en exceso, el objetivo principal fue el de concentrar el porcentaje de
etanol a la cantidad maxima que el equipo lo permita, para ello se establecié que el
porcentaje de recuperacion en la seccion inferior sea del 99% de agua. Para una mejor

idea del proceso se puede visualizar la Figura 16.
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Figura 16. Torre de destilacion simple. Primera Columna.
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Fuente: Autoria propia

Se obtuvo el 86.02% de Etanol en la seccion del condensador, para ello se realizaron
varias iteraciones las cuales mostraron datos importantes para la eleccién correcta de
los parametros de operacién de la columna, valores de gastos de operacién por afio,
altura, diametro de la columna, energia consumida, el nimero de platos totales y plato
de entrada en el alimento; dando como resultado un total de 40 platos y el plato donde
se alimenta el fermentado es el 23, siendo asi las condiciones 6ptimas de la primera

columna.

En cierto estudio de fermentado de leche, que se obtiene a través de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, se realiza una destilacién simple para el fermentado final, el
cual se constituye un 96.7% de agua, 2.9% de etanol y 0.4% volatiles. Este producto
final ingresa al destilador a 36°C y 101.325 kPa, con especificaciones de la columna de
14 platos tedricos, plato de alimentacion 10, relacion de reflujo de 46.67 y modelo
termodindmico NRTL. Obteniéndose un etanol final al 24.7 %, que varia mucho del
resultado de este estudio que fue de 86.02%, pero esto puede tener sentido, ya que el
porcentaje de etanol inicial del otro estudio apenas llegaba al 2.9%, lo que significaba

una concentracién bajisima de alcohol.”*
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En Tabla 8, se puede observar el por qué se decide usar una columna simple con 40

platos, ya que esta es la tiene un menor costo de operacion, basandose en la estructura

de costos de energia de la Tabla 9.

Tabla 8. Costo total anual de una columna de destilacién simple en funcién del nimero

de platos

Numero de etapas

NuUmero de etapas

30 40 45
Etapa de alimentacion 17 23 26
Diametro de columna (m) 1 0.89 1.19
Carga Térmica Ebullidor (kW) 2.51E+06 2.02E+06 3.46E+06
Carga Term'&a\‘lvc)ondensador 2.36E+06 1.87E+06 3.31E+06
Fraccién mol - etanol 0.8554 0.8602 0.8602
Altura de columna (m) 20.496 27.816 31.476
$ Columna 198,818.69 224,322.41 337,606.83
Area de intercambio de 126983.16 102193.62 175044.52
_ Ebullidor (m2)
Area de intercambio 199277.20 157901.85 279494.71

condensador (m2)
$ Ebullidor

$ Condensador
$/afio Energia
$ Costo de equipo
$ Costo Anual Total

15,153,739.51

20,311,045.10
1,418,852,800.00

35,663,603.30
1,430,740,667.77

13,158,618.28

17,459,689.37
1,141,865,600.00

30,842,630.06
1,152,146,476.69

18,669,443.07

25,306,242.45
1,955,868,800.00

44,313,292.36
1,970,639,897.45

Fuente: Autoria propia

Tabla 9. Procedimiento para el célculo del costo total anual

Condensador

Coeficiente de transferencia de calor = 0.852 kW /(Km?)
Temperatura diferencial tipica = 13.9 K

Costo de capital = 7296 (area)®°

Calentador

Area en m?

Coeficiente de transferencia de calor = 0.568 kW /(Km?)
Temperatura diferencial tipica = 34.8 K

Costo de capital = 7296 (area)®°° Area en m?
Recipiente de columna

Costo de capital del recipiente de columna = 17640(D)-06¢(L)0-802
El diametro y la longitud en metros

Costos de energia
Electricidad = $0.07066/kW-h

Costo total anual
Costo de capital

TAC + costo de energia

~ Periodo de recuperacion
Periodo de recuperaciéon = 3

Fuente: 72
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3.2.3 Segunda Columna de Destilacién. Para la segunda torre que se puede observar
en la Figura 17, se utiliz6 una destilacion extractiva con el objetivo principal de
concentrar el etanol destilado del proceso anterior, el cual demostré tener una fraccion
de alcohol de 0.8602 y un flujo 644.444 kg/h con una temperatura de 78 °C
aproximadamente, por consiguiente, se recurrié a usar un HeaterCooler, que permitira
disminuir la temperatura del etanol para su 6ptimo desarrollo dentro de la columna, la
temperatura después de este equipo fue de alrededor de 26.85 °C. Como solvente se
empleo la glicerina pura para la eliminacion del aze6tropo que forma el etanol y el agua,
utilizdndose en esta corriente un flujo de 2762.81 kg/h y temperatura de 80 °C; estas
diferencias de temperaturas entre Etanol y Glicerina ayuda a tener mejor contacto dentro
de la columna de destilacion, obteniéndose asi como resultado un producto de etanol
con una fraccion del 0.9999 y como corriente en la parte inferior, agua y glicerina, como

proporcion de 91% de solvente, 6.11% de agua y 2.89% de etanol.

Figura 17. Columna de destilacién extractiva. Segunda Columna.
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Fuente: Autoria propia
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3.2.4 Tercera Columna de Destilacidon. La Figura 18, permite visualizar como esta
columna tuvo como alimentacién la corriente “Glicerina-Agua”, la cual, al finalizar la
simulacion se obtuvo los resultados para la secciébn mas liviana (Agua 2) que se
componia de una fraccion mol de 0.4056 de agua, 0.1918 de etanol y 0.4027 de
glicerina. Mientras que en la parte inferior o zona pesada la fraccion mol obtenido es de
1.0000 de glicerina, corriente denominada como Glicerina Residual 1, obteniéndose un

producto de fondo de glicerina relativamente pura.

Figura 18. Torre de destilacion simple 2. Tercera Columna.

15
GLICERINA -AGUA s i
GLICERINA RESIDUAL 1
Destilador simple 2

Fuente: Autoria propia

3.2.5 Cuarta Columna de Destilacion. Del proceso anterior se tiene el Agua 2, la cual
contiene un porcentaje de 40.27 de glicerina, que se recupera en esta cuarta columna
con una destilacion simple, como se ve en la Figura 19, generando asi las corrientes de
Agua 3 y Glicerina Residual 2; este ultimo alcanzando el objetivo de esta columna de
recuperar el 99.99% de solvente, que por consiguiente puede mezclarse con la corriente
de Glicerina Residual 1 y obtener la corriente de Glicerina a Recircular, que puede
emplearse en el mismo proceso o en algun otro, para ello se hace uso de un Mixer que
ayuda a combinar estas corrientes. Para el caso del Agua 3, esta tiene porcentajes bajos
de etanol, por ende, se puede mezclar con la corriente de agua que se desarrolla como
resultado de la Primera Columna para asi formar un Residuo que puede ser tratada
posteriormente para algin uso industrial, ambiental, doméstico, etc; tal y como se

observa en la Figura 20.
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Figura 19. Torre de destilacion simple 3. Cuarta Columna.

GLICERINA RESIDUAL 2

Destilador simple 3

Fuente: Autoria propia

Figura 20. Mezclador para Glicerina y para Agua de Residuo.

—m > GLICERINA A RECIRCULAR

Mixer

AGUA,
Mixer_2

Fuente: Autoria propia
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1 Conclusiones

El mucilago de cacao presentd un valor de 17.1 °Brix, lo cual indica un alto contenido
de sélidos solubles, principalmente azlcares fermentables como glucosa, fructuosa y
sacarosa. Este nivel de °Brix es adecuado y favorable para ser utilizado como sustrato
en procesos fermentativos destinados a la produccién de bioetanol, ya que proporciona
una cantidad apreciable de carbohidratos fermentables que pueden ser metabolizados
por microorganismo como las levaduras para generar etanol. Por otra parte, el pH del
mucilago de cacao fue de 3.66, encontrandose en un rango acido. Esta acidez puede
atribuirse principalmente a la presencia de acidos organicos como el acido citrico. Un
pH ligeramente acido suele ser beneficioso para los procesos fermentativos con
levaduras, ya que estas toleran mejor medio con pH entre 4-6. Sin embargo, valores de
pH muy bajos podrian inhibir el crecimiento y actividad fermentativa. Por lo tanto, podria
requerirse realizar un ajuste de pH a un nivel 6ptimo antes de iniciar la fermentacién

alcoholica.

Dentro de los parametros estudiados para la produccién de bioetanol a partir de
mucilago de cacao, el experimento B (1 g de levadura Saccharomyces cerevisiae / L de
mucilago) llevado a cabo en condiciones anaerobias y a temperatura ambiente, resulto
ser el mas idéneo, evidenciando una mayor reduccion de los azlcares fermentables y
transformandolos en alcoholes. La levadura saccharomyces cerevisiae var. cerevisiae
fermivin XL demostré una cinética fermentativa acelerada, alcanzando la produccion de
etanol en solo 3 dias, en comparacién a los 7 dias reportados usualmente en procesos
similares. A partir del tercer dia, los cambios en °Brix, pH y acidez fueron minimos. El
proceso culminé con la obtencion de un fermentado con 14% de concentracion de

etanol.

Los resultados confirman las condiciones experimentales Optimas para maximizar la
produccion de bioetanol a partir de mucilago de cacao, constituyendo un aporte para

escalar el proceso a nivel industrial.

La simulacion de la etapa de destilacion permiti6 determinar el nimero éptimo de
columnas necesarias para obtener un bioetanol de alta pureza y un porcentaje de
recuperacion cercano al 99%. Con base en los resultados de la simulacion, se establecio
un disefio con 4 columnas de destilacion: una columna simple para enriquecer el
fermentado, una columna extractiva para producir bioetanol de méaxima pureza, y dos

columnas simples para la recuperacion de glicerina. Mediante este esquema simulado,
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se logré finalmente obtener un etanol al 99%, recuperacion de glicerina al 99%, y un
residuo de fermentado compuesto en un 97.94% de agua, aprovechando eficientemente

los subproductos.

La simulacién de la destilacion permiti6 optimizar el nimero y configuracién de
columnas, logrando predecir adecuadamente los niveles de pureza y recuperacion de
solventes y composicion de corrientes residuales. Esto da lineamientos valiosos sobre
el disefio del sistema de purificacion industrial para obtener bioetanol a partir de
desechos organicos como el mucilago de cacao, pero abre la oportunidad de modelar

otros procesos con materia prima diferente como fuente de azlcares.

La simulacion del bioproceso de obtencion de bioetanol a partir de mucilago de cacao
mediante el software COCO Simulator fue exitosa, logrando modelar adecuadamente
las etapas del proceso de destilaciéon. El haber podido predecir la obtencién de un
bioetanol de alta pureza (99%) a partir de este desecho organico es de gran relevancia,
ya que permite evaluar el rendimiento y viabilidad del proceso previo a su escalamiento
industrial. Adicionalmente, la simulacién arrojé un porcentaje de recuperacion solvente
(glicerina) también cercano al 99%, demostrando que existen alternativas menos toxicas

como el etilenglicol.
4.2 Recomendaciones

Se recomienda establecer un medio adecuado para la fermentacion del mucilago de
cacao, implementando un biorreactor sofisticado para el control de ciertos parametros
con el objetivo de regular y caracterizar de manera mas precisa la temperatura, presion,
pH, nutrientes o agitacion para el establecimiento de la maxima capacidad de

saccharomyces cerevisiae var. cerevisiae fermivin XL en mucilago de cacao CCN-51.

Es recomendable que se utilice mucilago de cacao fresco (recolectado vy filtrado en el
mismo dia de los primeros andlisis) y en buenas condiciones, sin que haya sido alterado,
contaminado o envasado en un recipiente no esterilizado para evitar la proliferacion de
microorganismos no deseados previo al proceso de fermentacién y no causar un
impacto negativo que por consiguiente alterard de manera errénea los resultados de la

investigacion
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ANEXOS

ANEXO A. Esterilizacion de jugo de mucilago de cacao
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ANEXO B. Pesado y adicion de la levadura
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ANEXO D. Determinacion de pH
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ANEXO F. Determinacién de azlcares reductores
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ANEXO G. Determinacion de acidez titulable
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ANEXO H. Determinacion de grado alcohdlico
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