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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo obtener bioetanol al 95 % mediante hidrolisis enzimatica, a
partir de biomasa residual agricola procedente de maiz blanco, trigo y cebada con fines de
biorefineria, la biomasa fue sometida a caracterizacién tanto fisica como quimica, para disminuir el
tamafio de particula asi como para determinar si es apta para su posterior hidrélisis enzimatica
utilizando 5 cepas fungicas nativas cuyas enzimas celulasas y Xilasas son capaces de convertir
cadenas poliméricas en monémeros como la glucosa, se utilizé 100g de biomasa pre tratada para el
proceso de hidrélisis, sacarificacion, fermentacién, destilacion y rectificacién con carbon activado.
Se utiliz6 métodos inductivos-deductivos de tipo correlacional y disefio experimental de blogques
completamente al azar con tres factores de estudio, 30 tratamientos, 3 repeticiones, con 90 ensayos.
Las variables fueron analizadas segln el disefio empleado mediante un analisis estadistico de
varianza para determinar diferencias significativas en las muestras. Las pruebas de medias se
evaluaron con la prueba estadistica Tukey al 95% de confianza, se efectud una transformacion
polinomial para observar el efecto lineal o cuadréatico de los tratamientos. El destilado se recoge
cuando la temperatura empieza a estabilizarse a 65°C, cuando alcanzd 88°C se detiene porque pueden
destilarse alcoholes superiores, se rectificd con destilacion vertical con condensador de bulbos, se
obtiene bioetanol azeotropico de 89%, finalmente se lleva a filtracién con carbo6n activado granulado
para eliminar compuestos no deseados. Esto nos permite aceptar la hipétesis de la investigadora
donde los tratamientos T4,T2,T3: residuo agricola de maiz, tres tipos de hongos y 192 h, obtuvieron
mejores rendimientos con un porcentaje igual al 95%, esto lo corrobora el analisis de varianza con
p<0,05 que se ajusta con los resultados obtenidos en laboratorio. El tiempo estimado para el proceso

completo fue de 15-20 dias.

Palabras clave: BIOETANOL, BIOMASA, HIDROLISIS ENZIMATICA, SACARIFICACION,
FERMENTACION, DESTILACION, BIOREFINERIA.
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ABSTRACT

The investigation aimed to obtain 95% bioethanol by enzymatic hydrolysis, from
agricultural residual biomass from white corn, wheat and barley for biorefinery purposes.
The biomass was subjected to both physical and chemical characterization, to reduce the
particle size as well as to determine if it is suitable for subsequent enzymatic hydrolysis
using 5 native fungal strains whose cellulase and xylanase enzymes are capable of converting
polymer chains into monomers such as glucose, 100g of pretreated biomass was used for the
hydrolysis, saccharification, fermentation, distillation and rectification with activated
carbon. Inductive-deductive methods of correlational type and a completely randomized
block experimental design with three study factors, 30 treatments, 3 repetitions, with 90 trials
were used. The variables were analyzed according to the design used by means of a statistical
analysis of variance to determine significant differences in the samples. The means tests
were evaluated with the Tukey statistical test at 95% confidence, a polynomial
transformation was carried out to observe the linear or quadratic effect of the treatments. The
distillate is collected when the temperature begins to stabilize at 65°C, when it reaches 88°C
it stops because higher alcohols can be distilled, it was rectified using vertical distillation
with a bulb condenser, 89% azeotropic bioethanol is obtained. Finally, it is filtered with
activated carbon granulate to remove unwanted compounds. This allows us to accept the
researcher's hypothesis where the treatments T4, T2, T3: agricultural residue of corn, three
types of fungi and 192 h, obtained better yields with a percentage equal to 95%, this is
corroborated by the analysis of variance with p <0.05 that is adjusted with the results

obtained in the laboratory. The estimated time for the complete process was 15-20 days.

Keywords: BIOETHANOL, BIOMASS, ENZYMATIC HYDROLYSIS,
SACARIFICATION, FERMENTATION, DISTILLATION, BIOREFINERY.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Los biocombustibles existen desde que la humanidad descubrié como hacer fuego y se valid de
madera para cocinar o calentarse, ya para el siglo XVIII, las principales ciudades europeas y
americanas se iluminaban utilizando grasas vegetales. Eso cambi6 a partir de 1860, el uso de
kerosene se impuso para lamparas de casas y calles. A principios del siglo XX, Rudolf Diesel
(1858- 1913), inventor del motor de combustion interna que lleva su nombre, desarrollé un
prototipo de ese motor que funcionaba con aceite de mani, ya mas adelante se empez6 con el uso

de hidrocarburos fésiles para motores a Diesel.

Actualmente el agotamiento de los combustibles fosiles y la creciente demanda energética, ha
provocado el interés en biocombustibles renovables. El bioetanol es uno de los biocombustibles
mas estudiados y sugeridos para contrarrestar la problematica que existe debido a la posibilidad
que se tiene de producirlo a partir de recursos renovables y su potencial de sostenibilidad, ese
combustible reduce aproximadamente el 90 % de las emisiones de CO2 al ambiente con respecto
a otros combustibles como la gasolina. Actualmente los mayores productores de bioetanol
primera generacion son Brasil, que produce principalmente a partir de cafia de azucar y Estados
Unidos que lo produce a partir del almidén del maiz, trigo, arroz y en menor cantidad de

remolacha y sorgo, mismos que contienen almiddn en su estructura.

América del Sur ocupa el segundo lugar en importancia como productor mundial de
biocombustibles, ante todo por la accion de Brasil, que en 2019 export6 a los Estados Unidos y a
paises europeos como Suecia y Holanda 33875 Millones de litros es decir el 26% de la cantidad
global consumida. Brasil y Estados Unidos son lideres mundiales en lo que se refiere al etanol
(CEDRSSA, 2020). Argentina, también tiene una produccion més reciente de biocombustibles, lo
cual la ha convertido en uno de los cinco mayores generadores de biodiésel del mundo, México

es un pais que estd empezando a exportar biocombustibles.

Hay varias formas de producir biocombustibles de segunda generacion lo cual se obtiene de
materia lignocelulésica conocida como biomasa, de las cuales la via bioguimica y la
termoquimica son las més conocidas. Los biocombustibles de tercera generacion provienen de
organismos que producen su propio alimento a partir de energia solar y CO2, entre ellas algas,

que se pueden cultivar en reactores fotoquimicos o en piletones al aire libre. Los biocombustibles

1



de cuarta generacion se producen a partir de organismos genéticamente modificados para que
capturen mas dioxido de carbono del ambiente, con lo que tienen la doble caracteristica de proveer
de una fuente alternativa de energia y ser generados por procedimientos que disminuyen el

contenido atmosférico de gases de efecto invernadero. (Ramos S, 2019)

En ecuador el Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas en su articulo 67
literal d, cita lo siguiente “Se preferira y fomentara la produccion y uso de aditivos oxigenados,

tal como el etanol anhidro, a partir de materia prima renovable” (Figueroa, 2008).

La obtencidn de bioetanol comprende principalmente un pretratamiento seguido por la hidrélisis
de la estructura lignocelulésica de la biomasa para la liberacién de azlcares fermentables, la

fermentacidon y la destilacion de la solucion.

Una mezcla tipica obtenida en un proceso de fermentacion alcohdlica tiene alrededor
de 10% al 13% en peso de etanol y esta mezcla se puede concentrar hasta alcohol de alta pureza.
El bioetanol forma una mezcla azeotrdpica con el agua por lo que no es posible la obtencién de
etanol anhidro mediante procesos de destilacién simple, por esta razdn, es necesaria la
implementacion de procesos de separacion como la destilacion extractiva, en la que
se aflade un tercer componente capaz de desplazar el aze6tropo formado por el etanol vy el

agua, o la implementacion de una rectificacion.

El desarrollo de métodos enzimaticos en la biomasa lignocelulésica para deslignificar y romper
cadenas de celulosa en azlcares que se fermenten a etanol es el interés de muchos grupos de

investigacion, eso incluye métodos que econémicamente rindan.

Este trabajo se consolidd con la obtencion de bioetanol de segunda generacion a partir de tres

residuos agricolas abundantes en la provincia.

1.1. Planteamiento del problema

1.1.1. Situacion problematica.

El crecimiento de la poblacién mundial en las Gltimas décadas, los avances industriales y los
cambios en nuestro estilo de vida han contribuido fuertemente a disminuir las reservas de petréleo

del planeta y por ende aumentar la contaminacion ambiental.

La eficiencia energética constituye uno de los aspectos criticos de la meta mundial de desarrollo

sostenible (Wang, Wei y Zhang, 2012). Por ello, muchos han sido los estudios en esta materia para
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abordar los avances y las previsiones futuras energéticas de gran interés para el planeta (Song, An,
Zhang, Wang y Wu, 2012).

Debido a que la mayoria de combustibles son derivados de fosiles, se ha impulsado la bdsqueda
de energias renovables alternativas que permitan asegurar el abastecimiento de combustible y a
su vez ser mas respetuosas con el ambiente, reduciendo las emisiones de CO, y el calentamiento
global, y asi tratar de garantizar el abastecimiento energético de todo el planeta. Se estima que

solo el 8.5% de la energia procede de fuentes renovables.

El gobierno de Ecuador en el afio 2010 impulsd un proyecto para la produccion de Eco pais
(gasolina ecolégica), se incluyé en el Programa Nacional de Agro energia, impulsado por el
Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (Magap), dentro del cual incluyeron
la plantacién de 6.000 hectéreas de cafia de azlcar con fines energéticos e instalacion de plantas
de procesamiento de alcohol etilico para la produccion de gasolina ecolégica compuesta por un
5% de etanol anhidro y con el 95% de gasolina normal, el proyecto empezé a comercializarse en
parte de las gasolineras de Guayaquil. Desde enero de 2010 hasta marzo del mismo afio el plan
piloto alcanz6 62 millones de despacho, generando un ahorro neto al pais por $ 9,6 millones.
Dicha urbe consume cerca de 5800 barriles de gasolina extra y requiere 50000 litros diarios de
combustible organico. Actualmente el proyecto ha llegado casi a todos los rincones del pais, con
el uso del biocombustible se preveia reducir las emisiones de gases que causan el efecto
invernadero, promover el desarrollo agroindustrial, aumentar el empleo rural y disminuir el gasto

fiscal por la compra de derivados de petroleo. (El Telégrafo, 2012).

El conocimiento es un medio para el cambio de la matriz productiva y energética, estamos
trabajando por el Ecuador del futuro, el de la era post petrolera, se trata del Proyecto RESETA
(Recursos Sustentables para Etanol) que le ha permitido al Ecuador en el 2012 disefiar y construir
su primera biorefineria piloto con capacidad para producir de 40.000 a 60.000 litros de etanol
anhidro por afio con biomasa residual de bagazo de banano, papa, palma africana, tagua, entre
otros, RESETA busca la transicion de una economia basada en los hidrocarburos a una economia
basada en los carbohidratos; esta se encuentra ubicada en el campus Nayon—Quito de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE). (Ladrén de Cerebros, 2016)

Segln la FAO, la produccion mundial total de cereales y gramineas en 2018 estim6 un
aproximado de 2652,6 millones de toneladas (Mt). De entre todos los cereales, la produccion de
trigo fue de 730,2 Mt, maiz 36 Mt, cereales secundarios 1405,4 Mt, considerando que por cada
kilogramo de cereales se generan entre 0,53 y 1,3 kg de residuo (paja), ésta actividad agricola

genera al afio una elevada cantidad de residuos, que en la actualidad son utilizados, en el mejor



de los casos y en cantidades pequefias, como enmienda agricola y alimento para el ganado, siendo
en su mayoria quemados directamente en el campo, lo que provoca contaminacién y riesgo de
incendios, informa también que se quemaron 379,4 Mt de residuos agricolas de maiz, arroz, cafia
de azlcar y trigo, provocando unas emisiones de 29.746 Gg de equivalentes de CO, procedentes
de la produccion de metano y 6xido nitroso generados por la combustion de un porcentaje de
residuos agricolas quemados in situ. Estas emisiones superaron los 785 millones de toneladas de
CO2 eq en 2010, con un crecimiento del 75% desde 1990.

Las nuevas estimaciones sobre los gases de efecto invernadero muestran que las emisiones
procedentes de la agricultura, la silvicultura y la pesca se han casi duplicado en los Gltimos
cincuenta afios, y podrian aumentar en un 30 por ciento adicional para 2050, sin no se lleva a cabo

un esfuerzo mayor para reducirlas (FAO, 2014)

Razdn suficiente para plantear esta propuesta en la provincia Bolivar, que incentive a darle valor

a los residuos agricolas.

1.2. Preguntas directrices o especificas de la investigacion

4 ¢Cdémo la hidrélisis enzimatica de biomasa residual agricola procedente de maiz blanco,

trigo y cebada puede dar origen a bioetanol con fines de biorefineria?

<

¢Por qué razén pretendo desarrollar este tema de investigacion en mi tesis?

<

¢La biomasa residual agricola mas conocida como rastrojo o paja podria considerarse
materia prima ideal para la obtencion de bioetanol?

¢Sera que mi tema es demasiado amplio, corto o es adecuado?

¢Qué conocimientos y experiencia tengo en el tema?

¢ Tengo experiencia en el uso de metodologias?

SSERNEENEEN

¢Conozco los métodos, técnicas y procedimientos especificos para realizar la

investigacion?

(\

¢ Tengo acceso a fuentes de informacion para poder investigar el tema?

(\

¢Como lo voy a justificar, la que pretendo es lo adecuado?

(\

¢Qué tipo de investigacion la voy hacer? ¢Exploratoria, descriptiva, correlacional o
explicativa? ¢Por qué?

¢Las variables que planteo me ayudaran a cumplir los objetivos?

¢ Tendré las suficientes variables o faltaran o estaran de sobra?

¢ Tendré problemas para poder medir las variables seleccionadas? ;Cuales seran?

SN NEE AN

¢Qué tipo de andlisis estadisticos iré a realizar para responder a las preguntas?



<\

¢Podré conseguir ejecutar el trabajo sin problemas? O ;Tendré que pedir apoyo a otras
instituciones?

¢Podré sola hacer el trabajo, cubrir sola los gastos o pediré ayuda econémica?

¢Qué equipos me harén falta para los diferentes analisis?

¢Los resultados podrian ser publicables como articulo novedoso?

¢La bibliografia en inglés es de gran ayuda?

¢Existe bibliografia en revistas de alto impacto?

NN NN

¢Como contribuira el desarrollo de este proyecto a disminuir el impacto de la huella de

carbono en la Provincia Bolivar?

1.3. Justificacion

Segun MAGAP(2018), la provincia Bolivar ha sido declarada oficialmente como la tierra del maiz
por ser una zona de gran produccion agricola, esta declaratoria se realiza debido a que en la
provincia se siembra 36 mil hectarias de maiz blanco variedad Guagal INIAP 111, producto que
sustenta la economia de 12500 agricultores, alcanzando los 80 y 90 gg/ha (3636 y 4090,5kg/ha),
cuando en periodos anteriores su produccién oscilaba entre los 50 y 60 gg/ha (2272,5 y 2727
Kg/ha). Obteniéndose un residuo aproximado entre 120 a 134 millones de Kg de biomasa residual;
el trigo y cebada son los cereales secundarios en la provincia por lo que sus residuos son relevantes

para nuestro proyecto.

La obtencion de bioetanol a partir de biomasa residual agricola de maiz blanco, trigo y cebada
conlleva una cadena de produccion que empieza con la siembra de las semillas, despues de un
periodo de tiempo se cosecha generando grandes cantidades de residuos tambien Ilamada
biomasa residual (paja o rastrojo), actualmente no tienen el destino adecuado, mismos que en su

gran mayoria son quemados, restando interés en el suelo y ambiente que sufren sus efectos.

Bolivar cuenta con biomasa residual agricola rica en lignocelulosa conocida como paja o rastrojo
procedente de maiz blanco, trigo, cebada, entre otros susceptibles de ser valorizado y
aprovechado, que por su composicion y abundancia es una materia prima idonea para la
produccion de bioetanol mediante hidrolisis enzimética con fines de biorefineria, debido a que

ocupan los primeros puestos de produccion agricola.

Razon suficiente para considerar la importancia de esta biomasa residual con mejores fines y con
ello mejorar el buen vivir de las comunidades, parroquias, cantones y provincia, impulsando la

matriz productiva del pais con un forma de energia limpia, apuntando hacia una economia que



pueda generar valor agregado mediante el conocimiento contribuyendo a seguir investigando

otras areas no convencionales.

1.4. Obijetivos de la investigacién

Objetivo general.

e  Obtener bioetanol mediante hidrdlisis enzimatica a partir de biomasa residual agricola
procedente de maiz blanco, trigo y cebada con fines de biorefineria.

Objetivos especificos.

e Analizar las muestras de biomasa residual mediante operaciones fisicas de
acondicionamiento y caracterizacion integral, determinando los diversos componentes para
su adecuado tratamiento.

e Aplicar hidrolisis enzimatica por aislacion de cepas flingicas nativas que permitan romper
las cadenas de polisacaridos de celulosa para obtener glucosa y su posterior transformacion.

e Determinar el tipo de cultivo, la cepa fungica y el tiempo como parametros indispensables
en la obtencion de bioetanol.

o  Efectuar operaciones de pureza susceptible a ser utilizado en biorefineria que permitan

obtener un bioetanol con un porcentaje mayor o igual al 95%

1.5. Hipotesis

1.5.1. Hipdtesis general

Es factible procesar biomasa residual agricola procedente de maiz blanco, trigo y cebada mediante

hidrdlisis enzimética con cepas fungicas nativas para obtener etanol con fines de biorefineria.

1.5.2. Hipdtesis especificas

e Mediante anélisis de muestras de biomasa residual se determina su composiciéon para su
debido tratamiento.

e Aplicando hidrélisis enzimatica por aislacion de cepas flngicas nativas se rompe las cadenas
de polisacéridos de celulosa para obtener glucosa.

e Eltipo de cultivo, la cepa fungica y el tiempo son determinantes en la obtencion de bioetanol.



La fermentacion, destilacion y rectificacion permiten obtener un bioetanol con un porcentaje

de pureza igual o superior al 95%.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

La presente investigacion se baso en la revision literaria de articulos cientificos en ingles/espafiol
y trabajos relacionados con la obtencion de bioetanol de segunda generacion (2G), obtenidos de
recursos naturales renovables “Biocombustibles”, mismos que se inician a fines del siglo XIX 'y

nace practicamente con el uso de los hidrocarburos.

2.1.1. Origen de los biocombustibles

Segun Salinas y Gasca (2009), fuente de energia. La idea de aceites vegetales como combustible
para motores de combustién interna data de1895. En ese afio el Dr. Rudolf Diesel desarroll6 el
primer motor diesel, cuyo prototipo estaba previsto que funcionara con aceites vegetales como

por ejemplo el aceite de mani, que en las primeras pruebas funcion6 bien.

Afios después Henry Ford hizo el primer disefio de su automdvil modelo T en 1908, esperaba
utilizar el etanol como combustible. La Standard Oil emple6 a principios de los afios veinte, en el
area de Baltimore, 25% del etanol en gasolina, pero los elevados precios del maiz producto del
que se obtenia junto con los altos costos de almacenamiento y las dificultades en el transporte,
hicieron abandonar el proyecto; ademas el petréleo irrumpié en el mercado méas barato, mas
eficiente y mas disponible. La primera experiencia del empleo de un biocombustible en el
transporte pablico data de 1938, cuando se utiliz biodiesel en la linea de 6mnibus Bruselas-
Lovaina en el curso de la Segunda Guerra Mundial. Los alemanes emplearon el biodiesel para

mover sus flotas de guerra y los vehiculos pesados en el norte de Africa.

Con la crisis del petréleo que se vivio en la década de los setenta disminuyo la oferta, por lo que
se dispar6 su precio en forma exorbitante, asi como el precio de la gasolina, que se incrementd
100%. A fines de 1979, a raiz de la crisis de los precios del petréleo, se establecié una mezcla de
gasolina y etanol: los biocombustibles se volvian a presentar como una alternativa al alza de los

precios del petroleo y al posible agotamiento de los recursos no renovables.



En Brasil la crisis del petréleo también tuvo fuerte repercusion. En el afio de 1975, se desarrolld
el proyecto Proalcohol, cuyo objetivo era reemplazar el uso de los hidrocarburos.
Finalmente, la guerra de Kuwait elevd més todavia los precios de los hidrocarburos, afianzando

la idea de nuevas fuentes de energia alternativa.

2.1.2. Hidrolisis Enzimatica Celulolitica

La produccion de celulasas microbianas comerciales tiene un mercado mundial. Las celulasas se
usan ampliamente en la investigacion y en las industrias alimentaria, papelera, textil, quimica y

energética (Bhat y Sukumaran, 2000).

La mayoria de las celulasas se derivan de hongos porque han demostrado una alta actividad y han
producido celulasas en grandes cantidades. En los Gltimos afios, la necesidad de celulasas mas
robustas en sustratos complejos, como los residuos agricolas con alto contenido de celulosa, ha
aumentado debido a su uso como sustratos potencialmente fermentables en la produccién de

biocombustibles (Juturu V; Wu JC,2014; Martinez AC et al.,2008).

Una opcion para esto serian las celulasas bacterianas, que forman complejos multienzimaticos
sinérgicos con mayor actividad (Sadhu y Maiti, 2013). Ademas, las celulasas bacterianas son activas
en condiciones extremas de pH, salinidad y temperatura, como las que se encuentran en los
procesos de compostaje (Ryckeboer et al., 2003), incluidos los entornos de alta temperatura donde la
presencia de enzimas termoestables aumenta las tasas de bioconversion (Acharyay Jhoshi, 2012).
Las especies bacterianas que dominan la fase terméfila de los procesos de compost pertenecen al
género Bacillus. Desempefian un papel importante en la degradacion de sustratos complejos,
como la celulosa. Existen varios informes de celulasas bacterianas con actividades a pH extremo
(acido o basico), alta salinidad y temperaturas (Annamalai et al., 2013). Estas celulasas se han aislado
de varios entornos, como las tripas de termitas (Bashir et al., 2013), el suelo contaminado con residuos
de la industria papelera (Rawart y Tewari, 2012) el suelo de mangle (Behera et al., 2014), la biomasa
lignoceluldsica degradada (Ventorino et al., 2015) y l0s sistemas de compost de residuos de cocina 'y
jardin, desechos sélidos municipales, residuos de café y otros residuos agricolas (Eida et al.,
2012). Estos residuos celulosicos son complejos, y cada uno de ellos tiene caracteristicas que

confieren cierta especificidad.



2.2. Bases tedricas

2.2.1. Bioetanol

Es conocido también como alcohol etilico, es un liquido incoloro e inflamable con un punto de
ebullicién de 78 °C. Su férmula quimica es CH3-CH20OH, estd presente en las bebidas
alcohdlicas, se usa como antiséptico y como biocombustible (Almeida, 2017) En la tabla 2 se

presentan las propiedades fisico quimicas del alcohol etilico a 100 °C y 1 atm.

Tabla2-1. Propiedades fisico quimicas del alcohol etilico.

Propiedades fisico quimicas Descripcion
Estado de agregacion Liquido
Apariencia Incoloro
Densidad 810 kg/m3;(0.810g/cm3)
Masa molecular 46,07 uma
Punto de fusion 158.9 K (-114.1 °C)
Punto de ebullicion 351.6K (78.6 °C)
Temperatura critica 514 K (-114.1 °C)
Presion critica 63 atm
Temperatura de inflamacion 13°C

Poder calorifico inferior 6.619 Kcal/Kg
Poder calorifico Superior 7.302 Kcal/Kg

Fuente: (Almeida, 2017)

Si el etanol es elaborado a partir de fuentes biolégicas, y por tanto renovables, se denomina
bioetanol. Su produccion se realiza mediante la fermentacion de los azlcares contenidos en la
materia organica, que es un proceso de degradacion de los mondémeros o dimeros de hidratos de
carbono llevado a cabo por microorganismos, obteniendo un alcohol hidratado con un
contenido aproximado del 5% de agua, que tras ser deshidratado (0,7% de agua) se puede utilizar

como combustible. (Velazquez, B. 2017).

El etanol se usa como materia prima quimica 0 como promotor de octano de gasolinas. Mezclas
de etanol: gasolina (v: v) en concentraciones del 5 al 10%, E5 y E10 respectivamente. (Hernandez-
Salas et al.,2009). Con la mezcla E10 se define la cantidad maxima de etanol permitida para motores

no modificados, por las garantias de fabricantes de automoviles. (Yacobucci, 2010)
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Aungue el alcohol mas usado en la actualidad como carburante para sustituir a la gasolina
sea el bioetanol, existen otros con posibilidades técnicas de adaptarse a las necesidades de los

motores, como son el biopropanol y el biobutanol. (velazquez, B. 2017).

2.2.1.1. Clasificacion de los biocombustibles

Biocombustibles de primera generacion (1G)

Los biocombustibles liquidos de primera generacion son los mas socorridos; esto se demuestra
porque hoy en dia se esta produciendo aproximadamente el equivalente a 20 millones de toneladas
de petréleo, lo que significa 1% del consumo mundial total. Los biocombustibles liquidos méas
usados actualmente son: Los bioalcoholes. Son alcoholes de origen orgéanico. Estan formados por
dos tipos fundamentales: el etanol y el metanol. El etanol presenta mejores expectativas en lo que
se refiere a la utilizacion, al primero se le conoce como bioetanol. El etanol se fabrica siguiendo
un proceso similar al de la cerveza. La materia prima es muy variada: cereales (maiz, trigo y
cebada), tubérculos (yuca, camote, patata y malanga), celulosa (madera y residuos agricolas), y
sacarosa (remolacha, cafia de azlcar, melaza y sorgo dulce). Estos compuestos energéticos se
transforman en azlcares, y a continuacion se convierten en etanol por medio de la fermentacion
alcohdlica. Se emplea en mezclas con gasolina convencional para sustituirla como carburante en
mayores 0 en menores proporciones; no substituye totalmente a la gasolina, ya que ésta le da a la
mezcla estabilidad y resta volatilidad, lo que facilita su uso cotidiano, su almacenamiento y su

transporte. (Salinas y Gasca, 2009).

Biocombustibles de segunda generacion (2G)

Los biocombustibles de segunda generacion obtenidos a partir de biomasa lignoceluldsica son
una alternativa interesante, ya que las materias primas lignoceluldsicas no compiten con los
cultivos alimentarios y también tienen un precio mas competitivo que las materias primas
agricolas convencionales (Gémez et al., 2013). En principio, existen dos opciones para abastecer la
demanda de la materia prima para la produccion de los biocombustibles de segunda generacion
(en adelante, biocombustibles). Una primera opcién consistiria en aprovechar los residuos
agricolas o procedentes de la madera, aunque estos residuos parecen a todas luces insuficientes
(FAO, 2008), por lo que los procesos de segunda generacién podrian ser mas rentables si se
integrasen en las instalaciones manufactureras existentes, por ejemplo, de fabricacion del papel,
que producen biomasa barata o subproductos de biomasa. La segunda opcion es crear una reserva

forestal mediante plantaciones para abastecer las necesidades de materia prima (Gémez et al., 2013).
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Sin embargo, la conversion de lignocelulosa a etanol a escala comercial es todavia un reto, ya que
se requieren pretratamientos especificos para desestructurar este material, procesamientos de
produccion mas sofisticados, mas inversion por unidad de produccién e instalaciones de mayor

envergadura que las de 1G (Nigam y Singh, 2011).

Biocombustibles de tercera generacion (3G)

La tltima generacion de biocombustibles dirige su atencidn a la explotacién de ciertos organismos
como levaduras, hongos y microalgas. Algunos de estos organismos son considerados como
fuentes potenciales para la produccion de bioetanol y biodiésel ya que pueden sintetizar y
almacenar grandes cantidades lipidos, proteinas e hidratos de carbono durante periodos cortos de
tiempo (Nigam y Singh, 2011; Xiong et al., 2008). Ademas, también pueden utilizarse para producir otros

compuestos con alto valor afiadido para el sector alimentario, quimico o farmacéutico.

2.2.2. Biomasa

Se define la biomasa como: “toda materia organica originada en un proceso bioldgico, espontaneo
0 provocado, utilizable como fuente de energia renovable entendiendo que, se consume a un ritmo

inferior o igual al que se produce”. (Espinosa, 2013)

“La Asociacion Espafiola de Normalizacion y Certificacion (AENOR) utiliza la definicion de la
Especificacion Técnica Europea CEN/TS 14588 para catalogar la biomasa como: todo material
de origen bioldgico excluyendo aquellos que han sido englobados en formaciones geoldgicas
sufriendo un proceso de mineralizacion. Entre estos Ultimos estarian el carbén, el petréleo y el
gas natural, cuya formacion y composicién hace millones de afios no es comparable con lo que se
denomina “el balance neutro de la biomasa” en las emisiones de diéxido de carbono (CO2). La
combustion de biomasa no contribuye al aumento de efecto invernadero porque el carbono que
se libera forma parte de la atmdsfera actual y no del subsuelo, capturado en épocas remotas como

el gas y petrdleo.
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Figura 2-1. Tipos de biomasa
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

2.2.3. Meétodos para la obtencion de biocombustibles

Segln la naturaleza de la biomasa, se puede contar con diferentes métodos para obtener
biocombustibles: procesos mecanicos (astillado, trituracion y compactacion), termoquimicos
(combustion, pirolisis y gasificacion), biotecnol6gicos (micro bacterianos y enzimaticos) y

extractivos para obtener combustibles liquidos, s6lidos y gaseosos. (Zabet et al, 2017).

2.2.4. Bioetanol de segunda generacion.

El bioetanol 2G se obtiene de material lignocelul6sico y se considera una de las alternativas mas
viables para sustituir o disminuir el uso de gasolina por dos razones principales: no compite con
el sector alimentario y la lignocelulosa es el recurso renovable mas abundante en el planeta. Entre
los residuos agricolas, la paja de trigo ocupa un lugar destacado como materia prima para la
produccion de etanol 2G, segin la FAO la estimacion sobre la produccion mundial de cereales
en 2019 se ha revisado al alza, con un incremento de 1,2 millones de toneladas a abril de 2020,
ubicandose ahora en 2 721 millones de toneladas, es decir, 64,6 millones de toneladas (un 2,4 %)

por encima del nivel alcanzado en 2018.

El trigo junto con el arroz, el maiz y la cebada, son los cereales de mayor importancia en el
Ecuador. El consumo nacional de trigo supera las 450000 Tm /afio. El Ecuador importa el 98%

de los requerimientos internos de trigo (Banco Central del Ecuador, 2007).
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2.2.5. Caracteristicas morfolégicas de la biomasa

Caracteristicas morfologicas del maiz y su biomasa

Nombre comun: Maiz blanco

Nombre cientifico: Zea mays L.

Figura 2-2. Plantacion de Maiz Figura 2-3. Biomasa o rastrojo de maiz blanco
Fuente: Ronquillo Maria, 2020 Fuente: Ronquillo Marfa, 2020

Caracteristicas morfoldgicas del trigo y su biomasa

Nombre comudn: Trigo

Nombre cientifico: Triticum aestivum L

B
;
B
%

L e e )
Figura 2-4. Plantacion de trigo Figura 2-5. Biomasa o rastrojo de trigo
Fuente: Ronquillo Maria, 2020 Fuente: Ronquillo Maria, 2020

Caracteristicas morfoldgicas de la cebada y su biomasa

Nombre comin: cebada

Nombre cientifico: Hordeum vulgare
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- -
Figura 2-7. Biomasa o rastrojo de cebada
Fuente: Ronquillo Maria, 2020 Fuente: Ronquillo Maria, 2020

Tabla 2. 2. Comparacién de contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina en pajas de maiz,
trigo y cebada.

Material ) o Cenizas y
) ) Celulosa(%) Hemicelulosa(%) Lignina(%) )
lignocelulésico Extractivos
Rastrojo  de

) 36,80 30,60 23,10 9,50
maiz
Paja de trigo 30,20 22,30 17,00 30,5
Paja de cebada 35,15 23,00 16,10 25,90

Fuente: Ballesteris et al., (2004); Olofsson et al., (2008)

2.2.6. Estructura de la lignocelulosa

La lignocelulosa es el principal componente de la pared celular de las plantas, esta biomasa
producida por la fotosintesis es la fuente de carbono renovable mas prometedora para solucionar
los problemas actuales de energia. La biomasa residual agricola como otros residuos
lignocelulésicos, contiene tres componentes principales (% peso/peso): celulosa (40-50%),
hemicelulosa (20-40%) y lignina (5-20%). Los porcentajes de estos componentes pueden variar
significativamente dependiendo de la especie, del suelo y de las condiciones climaticas (Prasad
etal., 2007). La celulosa y la hemicelulosa son polisacaridos potencialmente convertibles a etanol
mediante hidrolisis y posterior fermentacion, pero la lignina ofrece un obstaculo ralentizador y

por ello es necesario separar antes de llevar a cabo este proceso. (Velazquez, B. 2017).

2.2.6.1. Celulosa

Es un polisacarido que tiene la férmula empirica (C6H1005)n es quimicamente considerada un
polimero natural, formada por un gran nimero de unidades de glucosa y es el principal

componente de la membrana celular de la mayor parte de las plantas, comprende por lo menos,
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una tercera parte de toda la materia vegetal y es el mas abundante de todos los compuestos
organicos. (Mantilla, 2012) Técnicamente se da el nombre de celulosa a las fibras blancas que se
obtienen cuando se somete la materia vegetal a tratamientos de purificacion mediante los cuales
se extraen casi totalmente los demés componentes de la planta, especialmente la lignina. Esta
compuesta por largas cadenas de glucosa unidas por enlaces  (1-4) que, a su vez, se agrupan
en estructuras superiores de gran cristalinidad. La celulosa es el compuesto organico natural
mas abundante y, por tanto, materia prima potencial para la Quimica Orgéanica Industrial. La
madera contiene del 40 al 60% de celulosa y la paja un 30%. Mas del 90% de la produccién de

celulosa se obtiene de la madera y el 10% restante de otras plantas. (Sanz, 2019).

Figura2-8. Estructura molecular de la celulosa.
Fuente: (Sanz, 2019).

2.2.6.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa (C5H804) esta formada por una cadena recta y altamente ramificada de
polisacéaridos muy heterogéneos e incluye diversos azlicares como pentosas. (Girio et al., 2010). La
hemicelulosa son los segundos biopolimeros mas abundantes en las plantas después de la celulosa
y se la puede emplear en varias aplicaciones entre ellas como una capa de barrera en el embalaje

del papel y carton. (Thuvander & Jonsson,2019)
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Figura 2-9. Estructura molecular de la hemicelulosa.
Fuente: (Thuvander & Jonsson,2019)
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2.2.6.3. Lignina

La lignina es el constituyente intercelular incrustante o cementante de las células fi-
brosas de los vegetales. Se concentra en la lamela media y funciona préacticamente como relleno
para impartir rigidez al tallo de la planta. Es el segundo elemento en importancia de la
composicion. La lignina representa el 30 % de los componentes del vegetal. La molécula de
lignina presenta un elevado peso molecular, que resulta de la union de varios &cidos y
alcoholes fenilpropilicos. (Velazquez, B. 2017).
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Figura 2-10. Estructura molecular de la lignina
Fuente: (Velazquez, B. 2017).

2.2.6.4. Otros componenetes de la lignocelulosa

Aparte de todos estos elementos, en la pared vegetal hay también acidos cindmicos, como el acido
p-cumarico, que contribuyen a la unién de la lignina con las hemicelulosas mediante enlaces
covalentes, o el &cido ferulico, que es el principal responsable de las uniones entre la lignina y los
polisacaridos. Por ultimo, y como componentes minoritarios de la biomasa residual agricola,

también cabe mencionar la presencia de pectinas, proteinas, lipidos y minerales. (Fengel y Wegener,
1984).
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2.2.7. Proceso de obtencion de bioetanol

2.2.7.1. Pretratamiento de la biomasa lignocelulésica

El pretratamiento se da antes de proceder a la hidrolisis de la celulosa, que

altere la estructura del material lignocelulésico facilitando la accion de los enzimas.

Los objetivos fundamentales del pretratamiento van encaminados a
reducir la cristalinidad de la celulosa, disociar el complejo celulosa-lignina, aumentar el area

superficial del material disminuir la presencia de aquellas sustancias que dificulten la hidrélisis.

Ademas, un pretratamiento eficaz debe reunir otras caracteristicas como: bajo consumo
energético, bajos costes de inversion, utilizacién de reactivos baratos y facilmente

recuperables, y debe ser aplicable a diversos substratos. (Borja, 2016)

Por su naturaleza, los pretratamientos se pueden dividir en cuatro grupos:

o fisicos,

. guimicos,

. fisico-quimicos,
o biol6gicos

Pretratamientos fisicos

Estos pretratamientos se basan principalmente en la reduccion del tamafio de particula de la
materia prima a través de procesos de triturado, astillado, molienda y pulverizacion. La
disminucién del tamafio de particula conlleva una mayor digestibilidad, pero también un

incremento en el consumo de energia. (Talebnia et al., 2010).

Existen diferentes tipos de molinos: molino de bolas, molino de martillos, molino de cuchillas,

molino de rodillos. (Velazquez, B. 2017).

Pretratamientos quimicos

En estos procesos se emplean &cidos, bases y agentes oxidantes (ej. peroxido y 0zono), generando
cada uno resultados muy diferentes. Por ejemplo, los agentes alcalinos y oxidantes facilitan la
eliminacion de la lignina, mientras que un tratamiento acido facilitaria la solubilizacion de la

hemicelulosa (tatebniaetal. 2010). Un inconveniente de estas tecnologias es que durante los tratamientos
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se generan subproductos que pueden inhibir etapas posteriores y afectar negativamente el

rendimiento global del proceso.
Caracterizacion Elemental

Técnica que permite determinar el contenido total de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre
presentes en un amplio rango de muestras de naturaleza organica e inorganica, tanto sélidas como
liquidas. Esta técnica analitica es complementaria de otras de andlisis estructural para la
confirmacion de la férmula molecular de compuestos provenientes de sintesis organica o
inorgéanica. Las areas de aplicacion son: Andlisis de farmacos, suelos y sedimentos, polimeros,
industria alimenticia, control ambiental, materiales agricolas, productos naturales, aceites, entre
otras. Existen equipos como el analizador elemental que le permite un andlisis especifico de

elementos. (UNAM, 2018)
Caracterizacion Proximal

El anélisis proximal comprende la determinacion de los porcentajes de humedad, grasa, fibra,
cenizas, carbohidratos solubles y proteina en los alimentos. Al realizar el analisis quimico de
matrices alimentarias, la toma y tratamiento de la muestra y el método analitico seleccionado
deben ser los apropiados. Los resultados deben ser analizados con un criterio estadistico y
comparados con la normativa vigente. Solo realizando estos pasos, se puede proporcionar un

resultado que sea valido para el consumidor (UCR, 2018)
Caracterizacion Estructural

Técnica que permite determinar el contenido total de celulosa, hemicelulosa, lignina, almidén,
lipidos y proteinas. Mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas mas importantes
(resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia magnética (EM, Ultra visible (UV),
infraroja (IR), espectroscopia de transmision con transformada de Furier (FTIR), difraccion con
rayos X (DRX) y de su potencial de utilizacion para el analisis de estructuras quimicas, ademas
se utilizan técnicas y metodologias convencionales como la determinacion de fibra detergente
neutra, fibra detergente acida, mismas que nos permiten mediante calculo obtener datos

estructurales de la materia.

Pretratamientos fisico-quimicos

La idea es solubilizar los diferentes componentes de la lignocelulosa, variando la temperatura,

presion, pH y contenido en humedad de la materia prima. Dentro de este grupo existen varias
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modalidades, como la explosién por vapor o steam explosion (EV) en el que la paja se somete a
cambios muy bruscos de temperatura y presion en tiempos muy cortos, el pretratamiento con agua
caliente en fase liquida (ACL) consiste en humedecer la paja con agua caliente y someterla a
presion durante tiempos de tratamiento mucho mas largos que los usados en la EV. (Petersen et al.,
2009), la explosion por vapor (AFEX) se basa en tratamientos alcalinos, utilizando amoniaco y
cambios de temperatura y presion y, mas recientemente la extrusion en presencia de agentes
quimicos puede ser combinada durante el tratamiento con agua caliente, &cidos, bases o

surfactantes ya sea en procesos discontinuos o continuos (Duque et al., 2013).

Pretratamiento bioldgico

Es la capacidad de ciertos microorganismos para degradar la lignina y asi facilitar la accesibilidad
a la celulosa y hemicelulosa, se puede destacar ciertos hongos de podredumbre blanca, verde,
marron o blanda para degradar la lignina y separarla de la hemicelulosa. En funcién del
patrén de degradacion que producen sobre la lignocelulosa se pueden encontrar una gran
variedad entre ellos hongos filamentosos celuloliticos como: Trichoderma reesei,
aspergillus niger, aspergillus nidulans, neurospora crassa, penicillium decumbens,

Trichoderma harzianum, Trichoderma viridee, penicillium notatum (Gutierrez, | et al.,2014)

2.2.7.2. Hidrdlisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica es un proceso catalizado por un grupo de enzimas denominadas
genéricamente celulasas, cuya accién conjunta produce la descomposicién de la
celulosa en monosacaridos. Estas enzimas se encuentran en las plantas superiores, en los
sistemas digestivos de los herbivoros tanto de vertebrados como invertebrados, y un
gran namero de microorganismos (hongos y bacterias). Las celulasas méas utilizadas a
nivel industrial son las de origen microbiano, dado que pueden ser facilmente
producidas en grandes cantidades en biorreactores con diversos medios de cultivo. Los
méas comunes son de hongos de los géneros Trichoderma, Phanerochaete y Fusaruim. La
condicién dptima de operacion se sitia en un pH 4-5 y temperatura entre 50 y 65°C. También
resultan interesante las celulasas provenientes de bacterias terméfilas y meséfilas como cultivos
de Clostridium thermocellum que se utilizan en cultivos mixtos levaduras con pH optimo 5y 6, y

temperatura alrededor de los 65°C

Sin embargo, a veces se requieren otras enzimas, especialmente en el caso de la hemicelulosa ya

que, dependiendo de su origen, puede presentar alta heterogeneidad (Girio, 2010). Para facilitar la
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hidrolisis de un material tan complejo, dependiendo de la materia prima utilizada, se pueden

afiadir proteasas, expansinas, o incluso enzimas ligninoliticas (Talebnia et al., 2010).

La hidrolisis enziméatica es muy compleja e involucra muchas etapas y mecanismos de accion

sobre el sustrato una de estas es la formacion del complejo Enzima-Sustrato.

Microorganismos degradadores de la lignocelulosa.

El principal impedimento tecnol6gico para la utilizacion de la biomasa vegetal es, en general, la
ausencia de una tecnologia de bajo costo por dicha razon en este trabajo se ha investigado que en
la naturaleza existen nimeros organismos capaces de degradar la lignocelulosa, pero sin duda los
principales descomponedores son los hongos basidiomicetos y las bacterias aerobias a través de
la produccion de celulasas extracelulares. Los hongos basidiomicetos responsables de la pudricién
de la madera (Baldrian & Valaskova, 2008), que son los organismos mas estudiados en esta area porgue
producen celulasas y actualmente dominan las aplicaciones industriales. Estas enzimas han sido
ampliamente estudiadas en hongos meséfilos, tales como Trichoderma reesei, Trichoderma
viride, son los mejores productores de celulasa extracelular (Lynd et al.,2002). Los bacidiomicetos
se han dividido en dos grupos: de podredumbre parda y los otros de podredumbre blanca. Los
primeros han desarrollado mecanismos oxidativos para metabolizar la celulosa sin degradar la
lignina, de manera que el material sobre el que crecen adquiere una tonalidad parda, los segundos
degradan la lignina de manera preferente o simultanea a los polisacaridos originando un residuo

blanquecino.

Entre algunos géneros y especies de hongos que producen celulasas se encuentran: Trichoderma
reesei, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Neurospora crassa, Alternaria,
Geotrichum, Rhizoctonia, Trametes versicolor, Paecilomyces, Mucor, Cladosporium, Bulgaria,

Chaetomium, Helotium (Lynd et al., 2002).

Enzimas fangicas implicadas en la degradacion de la lignocelulosa

Degradacion de la celulosa

Los microorganismos que degradan la celulosa secretan una bateria de enzimas muy amplia,
con especificidades diferentes y que actian conjuntamente. Las celulasas se dividen en tres

grandes categorias (Baldrian y Valaskova, 2008):

() Endo-1,4-B-glucanasas, que inician un ataque al azar en maltiples sitios de la fibra de

celulosa.
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(i) Exocelulasas o celobiohidrolasas, que liberan dimeros o mondémeros desde los
extremos terminales de las cadenas de glucosa.
(ili)  B-glucosidasas, que hidrolizan la celobiosa (dimeros de glucosa) y otros

oligosacéridos liberando monosacaridos.

Degradacion de la hemicelulosa

La degradacion de la hemicelulosa es mas complicada debido a su heterogeneidad estructural y
molecular, siendo los productos finales de hidrolisis monosacaridos y acido acético (Girio et al.,
2010). El xilano, que es el principal polimero de la hemicelulosa de la paja de trigo, requiere de la
accion de endo y exo-1,4-pB-xilanasas y 1,4-Bxilosidasas para liberar la xilosa. Ademas,
dependiendo de la complejidad de las hemicelulosas, otras enzimas como las xilan-esterasas,
mananasas, feruloil-esterasas, p-cumarico esterasas, o-l-arabinofuranosidasas, a-4-O
metilglucuronidasas o a-glucuronidasas pueden ser necesarias para hidrolizar completamente este

polisacérido.

Degradacion de la lignina

La lignina tiene una compleja y altamente irregular estructura, por lo que su biodegradacion
consiste en un proceso oxidativo, muy inespecifico, en el que intervienen oxidoreductasas
extracelulares (peroxidasas, lacasas y oxidasas productoras de H.0,) e intracelulares, metabolitos

y especies activas de oxigeno (Salvachda, 2013)

2.2.7.3. Fermentacion alcohdlica

Consiste en la produccion de etanol a partir de los azcares liberados tras la hidrélisis enzimatica.
A nivel industrial, la fermentacion de la glucosa se realiza eficientemente utilizando la levadura
S. cervisiae. Estequiométricamente, la conversion de glucosa a etanol es de 0.51 gramos de etanol
por gramo de azlcar, pero en la practica, obtener el 100% de conversion es muy dificil ya que
aproximadamente el 5% de los azucares se utilizan para el crecimiento y el metabolismo celular

de la levadura. (Salvachua, 2013)

CesH1206 — 2C2Hs0OH + 2CO:2

Fructosa/glucosa Etanol Dioxido de carbono
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El balance energético de la fermentacion puede expresarse de la siguiente forma:

CgH1204 + 2 ADP + 2 H3POy —=> 2 CH;CH>OH + 2 CO» + 2 ATP + 2 H,O
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Fig. 2-11. Proceso de fermentacion de glucosa a etanol.
Fuente: (Salvachua, 2013)

Proceso normal del glucélisis

Glucosa + 2NAD" + ADP +2P — 2NADH +2- Piruvato + 2ATP +4H™
NADH + 0., = NAD™ + H.,0

Proceso de la fermentacion alcoholica

Glucosa + 2NAD " + ADP+2P — 2NADH +2- Piruvato + 2ATP +4H™

Acido piruvico — Acetaldehido
Acetaldehido + NADH — Etanol + NAD™ + H,0

2.2.7.4. Destilacion

El alcohol producido en la fermentacion estd disuelto en agua junto un gran nimero de
otras sustancias residuales del proceso. Su utilizaciéon tanto a nivel industrial como
biocombustible requiera una depuracion. Para ello se utiliza un proceso de destilacion.
La destilacion es la operacion de separar mediante calor, los diferentes componentes
liquidos de una mezcla, aprovechando las diferentes temperaturas de ebullicion de cada
uno de ellos. Dado que el etanol tiene un punto de ebullicion menor (78,3°C) que el

agua, la mezcla se calienta a unos 90°C hasta que el alcohol se evapora. La fase
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gaseosa posee pequefias cantidades de dioxido de azufre (SO2), lo que obliga a un
proceso de desulfuracion por absorciéon a alta temperatura, usando 6xidos de aluminio o
cobre. Tras la desulfuracién el alcohol se recupera por condensacion en una torre de
enfriamiento. Tras la condensacion, el alcohol resultante es una mezcla de etanol y metanol, y
ademas aun contiene un 10% de agua. Para la deshidratacion se realiza un tamizado con
zeolitas, sustancias que captan las moléculas de agua, obteniéndose purezas en alcohol de hasta
99,99%. (Velazquez, B. 2017).

2.2.7.5. Rectificacion

La rectificacion es una de las formas de la destilacion. Se emplea, para el fraccionamiento del
petroleo. Si se vuelve a destilar el condensado obtenido de una destilacion, se obtiene un nuevo
destilado con un contenido ain mayor de componentes mas volatiles. Repitiendo varias veces este

proceso se puede aumentar con cada paso este contenido en el destilado.

2.2.8. Factores que afectan la hidroélisis enzimética y fermentacion

2.2.8.1. Nutricion

Segln Alvarado, (2012), las levaduras necesitan recibir energia para conservar y reparar su
estructura, para sintetizar nuevos componentes celulares como acidos nucleicos, polisacaridos y
enzimas, para poder transformar determinadas sustancias a las células desde sus alrededores, para
crecer, multiplicarse y moverse. Los nutrientes mas significativos para las levaduras son los

carbohidratos que le sirve como fuente de energia (Tiirker, 2015).

2.2.8.2. Tempertura

La temperatura que las levaduras necesitan para crecer y desarrollarse estd comprendida entre 5
y 37 grados centigrados. El valor 6ptimo se sitla hasta los 28 grados centigrados. La termo

destruccion comienza desde los 52°C (Gutiérrez, 2007).

2.2.8.3. Ph

En su etapa de crecimiento las levaduras metabolizan los componentes del medio como los
azucares, desaminan y decarboxilan los aminoacidos, proteinas y otros componentes de los caldos

de crecimiento, alteran considerablemente el pH del medio a la alcalinidad, pudiéndose producir
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efectos violentos de los metabolitos generados en el medio sobre el producto (Chéavez, 2000). Las

levaduras se ven poco afectadas a un pH con rango de 4 a 6.

2.2.8.4. Presién osmética

La levadura debe ser un proceso estrictamente osmotico lo cual permite evitar la plasmélisis, por
lo que es importante evitar medios hipertonicos o hipotonicos. El estrés osmético puede originar

una reduccidn en el volumen celular afectando la velocidad de fermentacidn (Suérez-Machin, Garrido-
Carralero, & Guevara-Rodriguez, 2016)

2.2.8.5. Oxigeno

Las levaduras necesitan una cantidad entre 5y 10 mg/l de oxigeno, ya que actla en la sintesis de
esteroles y acidos grasos insaturados de la membrana citoplasméatica de la levadura;
cuyoscomponentes son responsables de la resistenciade las levadurasal alcoholal final de la

fermentacidn. (Javier, Agenjo,& L, 2014).

2.2.9. Fermentacion en estado sélido.

Técnicamente el biopretratamiento del material lignocelulosico con algunos microorganismos del
genero Trichoderma o con basidiomicetos de podredumbre blanca se la hace en condiciones de

fermentacién en estado solido.

Sin embargo, para optimizar y controlar los rendimientos del proceso es preciso evaluar
cuidadosamente ciertos parametros tales como la concentracion de biomasa fungica en el indculo,
el contenido en humedad y el tamafio de particula del sustrato, la presencia de iones que faciliten

la degradacion y/o la temperatura y aireacion de los cultivos (Reid, 1989; Wan y Li, 2012).

2.2.10. Compuestos toxicos generados en pretratamientos e hidrdlisis

Los productos de degradacién que son potenciales inhibidores de la fermentacién pueden
dividirse en cuatro grupos: derivados del furano (furfural puede degradarse a &cido férmico o
en 5-hidroximetilfurfural (HMF) este a su vez origina &cidos férmico y levulinico, y &cido
acético), acidos alifaticos de bajo peso molecular (producen un efecto téxico en los
microorganismos fermentadores provocando un descenso de la tasa de crecimiento celular
y del rendimiento en la produccion de etanol), derivados fendlicos (se pueden encontrar en

forma de monomeros, dimeros y polimeros con una gran variedad de sustituyentes. Los fenoles
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originados en el pretratamiento varian segun el tipo de biomasa, ya que existe una gran
diferenciacion de la lignina atendiendo al grupo taxondmico) y extractivos (entre ellos se
encuentran diferentes tipos de resinas acidos grasos, terpenoides, esteroles y ceras) y compuestos

fendlicos (flavonoides, taninos, etc.) (Velazquez, B. 2017).

Celulosz endoglucanasas, celobiohidrolazas
v B-glucosidasas

Hemiceluloza: £-1 4-endoxilanasza v la E-
xilosidasa

Ligninz: fenoloxidasas v peroxidasas
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Figura 2-12. Productos de lignocelulosa.
Fuente: (Velazquez, B. 2017).

2.2.11. Métodos que aumentan fermentabilidad en hidrolizados pre-tratados.

El objetivo es conseguir aumentos significativos en la productividad volumétrica y el
rendimiento en etanol. Dependiendo de los mecanismos empleados para la eliminacion de los

inhibidores, los métodos se pueden agrupar en: bioldgicos, quimicos y fisicos. (Velazquez, B.
2017).
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2.2.11.1. Métodos biologicos

Consiste en utilizar microorganismos capaces de metabolizar algunos de los compuestos téxicos
presentes en los hidrolizados. Un ejemplo de tratamiento bioldgico es la utilizacion del
hongo Trichoderma reesei. Este microorganismo es capaz de metabolizar moléculas como el
acido acético, el furfural y el acido benzoico. También metaboliza las pentosas y oligémeros
presentes. El hongo Trametes versicolor permite la eliminacién completa y selectiva de los
mondmeros fendlicos presentes en hidrolizados a través de las enzimas lacasa y peroxidasa, que

producen una polimerizacion oxidativa de los compuestos moleculares menos toxicos. (Velazquez,
B. 2017).

2.2.11.2. Métodos fisicos.

Evaporacion

Este tratamiento persigue la eliminacién de compuestos volatiles como el furfural, acido
acético y é&cido formico. Sin embargo compuestos como el &cido levulinico, el
hidroximetilfurfural y los compuestos fenodlicos no son eliminados. El tratamiento debe
realizarse a un pH bajo ya que compuestos como el acido acético y férmico sélo son volatiles

en la forma protonada.

El limitado aumento de la fermentabilidad de los hidrolizados con este tratamiento puede
deberse a la menor toxicidad de los compuestos voléatiles eliminados en este método

comparado con los compuestos fenélicos que no son eliminados.

Carbon activo y carbon vegetal tratado a 600°C

Consiste en la filtracién del hidrolizado, de forma que la glucosa no queda retenida
mientras que el furfural, hidroximetilfurfural compuestos fendlicos y acidos alifaticos son

eliminados.

Resinas de intercambio iénico

Pueden ser resinas de intercambio cationico o resinas de intercambio anionico a un pH
de 10. Las resinas aniénicas tienen capacidad de eliminar compuestos fendlicos
(cargados positivamente), las resinas cationicas reducen la concentracion de los furanos

(debida en este caso a interacciones hidrofobicas) y de los &cidos alifaticos. A pesar de
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los buenos resultados en la eliminacion de productos inhibidores retienen parte de los

azucares fermentables.

Lignina residual

La lignina que se elimina en el pretratamiento puede ser utilizada como absorbente en una
retencion de los elementos inhibidores con partes hidrofobicas. Es una solucion bastante

econdémica.
Utilizacién de zeolitas

El término zeolita engloba a un gran nimero de minerales, tanto naturales como
sintéticos, compuestos de un esqueleto cristalino formado por la combinacién
tridimensional de tetraedros TO4 ( T= Si, Al, B, Ga,) unidos entre si a través de atomos
de oxigeno comunes. Esta estructura confiere a las zeolitas una notable superficie
especifica con capacidad de intercambio i6nico, filtracién y la existencia de lugares
activos gque permiten una importante actividad catalitica (por ejemplo en la hidrélisis de

polisacéridos).

2.2.12. Cromatografia.

La cromatografia analitica se usa habitualmente en la industria y la academia para la separacién,
cuantificacion e identificacion de compuestos quimicos o bioldgicos. El analisis cromatografico

es esencial en la produccion de productos farmacéuticos, quimicos o alimentos y bebidas.
Equipos Principales:
2.2.12.1. HPLC (Cromatdgrafo liquido de alta eficacia):

La cromatografia liquida es una técnica utilizada para separar los componentes individuales de
una muestra. Esta separacion se produce mediante las interacciones quimicas o fisicas de la
muestra con las fases movil y estacionaria. Debido a que existen muchas combinaciones de fases
movil/estacionaria que se pueden emplear cuando se separa una mezcla, hay varios tipos
diferentes de cromatografias que se clasifican segun los estados fisicos de esas fases. La
cromatografia en columna liquido-solido, la técnica de cromatografia méas popular, incluye una
fase movil liquida que filtra lentamente a través de la fase estacionaria sélida, lo que lleva los

componentes separados.
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2.2.12.2. UPLC acoplado a un detector masas

La cromatografia liquida (HPLC), es una técnica utilizada para separar los componentes de una
mezcla. Consiste en una fase estacionaria no polar (columna) y una fase movil. La fase
estacionaria es silica que se ha tratado con RMe2SiCl. La fase mévil actla de portador de la
muestra. La muestra en solucion es inyectada en la fase movil. Los componentes de la solucion
emigran de acuerdo a las interacciones no-covalentes de los compuestos con la columna. Estas
interacciones quimicas, determinan la separacion de los contenidos en la muestra. La utilizacion

de los diferentes detectores dependera de la naturaleza de los compuestos a determina

2.2.12.3. GC (Cromatdgrafo de gases) acoplado a un detector masas.

El GC acoplado a un detector masas, detector de ionizacion de Ilama y detector de captura de
electrones, se emplea para confirmar la presencia 0 ausencia de un compuesto en una muestra
determinada, permite la separacion molecular de compuestos volatiles. La cromatografia de gases
tiene la ventaja de disponer detectores mucho mas universales (por ejemplo, el de ionizacion de
Ilama). Aplicaciones: medioambientales, alimentos y aromas, quimica industrial, biociencia,

derivados de petrdleo. (Parrales, Reyes Vera, & Pine Tobar, 2012).
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CAPITULO Il

3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Parte Experimental

Fase laboratorio

El desarrollo de este proyecto de investigacion estuvo comprendido por la siguiente metodologia

general:

Recoleccién de Muestras

¢ Biomasa residual y cepas
fungicas Pretratamiento Inoculacién de la cepa
fungica

Hidrdlisis enzimatica

¢ Condiciones:pH, temperatura, Fermentacion Destilacidon
tiempo y masa de indculo,
humedad del sustrato

Rectificacion Obtencién de Bioetanol

Figura 3-1 Proceso de obtencion de bioetanol
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020.

Primero se llevd a cabo la recoleccién de muestras, la fase de pretratamiento consistio en la
caracterizacion de la materia prima, la siguiente fase fue inocular los hongos para que actle la
hidrolisis enzimética y aumente el porcentaje de celulosa y por ende se degrade en glucosa, sin
utilizar hidrolisis acida que es la forma convencional. En la siguiente fase se realizé la
fermentacion anaerobia de la glucosa para formar alcohol por medio de levaduras, posterior se
realizé la destilacion, rectificacion y finalmente se realiz6 una caracterizacion fisico quimica del

alcohol obtenido.
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3.1.1. Recoleccion de Muestras

Biomasa Residual

La biomasa residual agricola de maiz blanco, trigo y cebada se recolect6 de parcelas de varios

sectores de la Provincia Bolivar en cantones como San Miguel, San José de Chimbo, Chillanes y

Guaranda donde la produccion es elevada, una vez que ya habia sido realizada la cosecha se

delimito la zona de cultivo a 100 m? de la que se procedid a tomar las muestras. Se empled un

muestreo aleatorio simple. Se realiz6 un célculo previo para determinar la cantidad necesaria que

se empleara en los ensayos.

Cepas

Recolecciéon de
cepas fungicas

Fungicas

Acondicionamiento
y esterilizacion del Inoculacién Incubacién
sustrato

Cosecha

Almacenamiento

Multiplicacion

Muestras
contaminadas

— Esterilizacion

= Eliminacién

Figura 3-2. Activacion de Cepas Fungicas.

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020.

3.1.2. Pretratamiento

Trituracién y Molienda
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Las muestras de biomasa residual agricola, se sometieron a un tratamiento fisico para disminuir
el tamafio de particula empezando por una trituracién manual posterior molienda (malla < 2mm),
en un molino de impacto de rotor Marca: Retsch de 110V, el cual se encuentra ubicado en el
Laboratorio de preparacion de muestras del Departamento de Investigacion de la Universidad

Estatal de Bolivar.

La disminucion del tamafio de particula conlleva una mayor digestibilidad por lo que aumenta la

superficie de contacto, se estima también un incremento en el consumo de energia. (Talebnia et al.,
2010).

Tabla 3-1. Biomasa residual agricola

Factor Codigo Niveles
Biomasa al: Residuo maiz
residual A a2: Residuo trigo
agricola a3: Residuo cebada

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020.

Caracterizacion Elemental

El andlisis elemental es una técnica que proporciona el contenido total de carbono, hidrégeno,
nitrégeno y azufre presente en un amplio rango de muestras de naturaleza organica e inorganica
tanto sdlidas como liquidas. La técnica esta basada en la completa e instantanea oxidacion de la
muestra mediante una combustién con oxigeno puro a una temperatura aproximada de 1000°C.
Los diferentes productos de combustion CO2, H20 y N2, son transportados mediante el gas
portador (He) a través de un tubo de reduccién y después selectivamente separados en columnas
especificas para ser luego ser de sorbidos térmicamente. Finalmente, los gases pasan de forma
separada por un detector de conductividad térmica que proporciona una sefial proporcional a la

concentracion de cada uno de los componentes individuales de la mezcla.

Macronutrientes. Los macronutrientes son los elementos no metalicos (carbono, hidrégeno,
oxigeno, nitrégeno, azufre, fésforo) y elementos metélicos (potasio, calcio, sodio, magnesio). Los
macronutrientes no metélicos, en general, sirven como elementos estructurales en el protoplasma
y sintesis de la pared celular. Otros elementos se toman en forma de compuestos o0 iones. Los
macronutrientes metalicos son elementos esencialmente funcionales, actuando en el metabolismo
del hongo. Sin embargo, todos los elementos participan en los eventos metabdlicos de los

procesos vitales (Dube, 2009).
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Carbono. Los hongos son quimioorganotrofos, es decir, obtienen su energia mediante la
oxidacion de compuestos organicos. Al ser no fotosintéticos, depende de la oferta externa de

compuestos de carbono orgéanico (San & Marin, 2009).

Nitrogeno. El nitrégeno es requerido por los hongos para sintetizar &cidos nucleicos, proteinas y
aminodcidos Uutiles para la estructuracion del protoplasma. Los hongos en su gran mayoria
prefieren las fuentes de nitrégeno organico como urea e hidrolizado de caseina, que suministran

una mezcla de aminoécidos que permite un rapido crecimiento del microorganismo (Griffin, 1996).

Para este analisis se emple6 el Analizador Elemental, vario MACRO cube V3.1.3 S.N.20144056,
Marca: Elementar Analysensysteme GmbH, Modelo: Vario MACRO cube superuser, Capacidad:
60 muestras, el cual se encuentra ubicado en el Laboratorio de Biomasa del Departamento de

Investigacion de la Universidad Estatal de Bolivar.

Las muestras de biomasa se sometieron a una caracterizacion elemental para determinar
porcentaje de elementos principales N, C, H, S; se utilizaron 3 muestras de 1g cada una con un
tamafio de particula de 2mm con 3 repeticiones cada una, estos valores se definieron en base a

validacion del método “sulf 1” de medida con patrones estandar.
Caracterizacion Proximal

La humedad se determin6 mediante: Biocombustibles solidos. Determinacion del contenido de
humedad. Método de secado en estufa. Parte 3. Humedad de la muestra para andlisis general.
Norma Espafiola AENOR UNE-EN 14774-3 utilizando la especificacion técnica CEN/TS 14780,
utilizando una Balanza analitica Rango: (0 - 220 g); Ap +0,1mg, una estufa de secado a (105+-2)

°C y un desecador.
Procedimiento

La muestra debe ser de 1g por un tiempo de 3 horas, hasta que alcance un peso constante. Se
define la masa constante como un cambio menor de 1 mg en masa durante un periodo posterior

de calentamiento de 60 min a (105+-2) °C.
Calculo.

Para cada determinacion del contenido de humedad en la muestra para analisis, Mag, tal y como

se analiza, expresado como un porcentaje de masa, debe calcularse usando la siguiente férmula:
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Mad= 223 5100

(m2-m1

Donde:

ml es la masa en gramos del plato vacio y la tapa

m2 es la masa en gramos del plato, la tapa y la muestra del secado

m3 es la masa en gramos del plato, la tapa y la muestra después del secado.

El resultado se debe expresar como la media de determinaciones duplicadas, redondeando al
0,1%.

La ceniza se determind mediante: Biocombustibles solidos. Método para la determinacion del
contenido de cenizas. Norma Espafiola AENOR UNE-EN 14775:2009 para biomasa utilizando la
especificacion técnica CEN/TS 335, utilizando una Balanza analitica Rango: (0 - 220 g); Ap

+0,1mg, una mufla a (540 +-2) °C por una hora.
Procedimiento

Para estabilizar los crisoles, la muestra debe permanecer a 540 °C por 4 horas, pasar al desecador

para que se enfrie y pesamos.
Célculo

Para cada determinacion del contenido de cenizas en la muestra para analisis, tal y como se

analiza, expresado como un porcentaje de masa, debe calcularse usando la siguiente formula:

_(C2-Co)

~(C1-cCo) 100

% cenizas

Donde:

Co Peso del crisol vacio en gramos.

Cl Peso del crisol conteniendo la muestra de ensayo en gramos.

C2 Peso del crisol y cenizas en gramos.
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Caracterizacion Estructural

El analizador de fibra automatiza las determinaciones de fibra, elimina la manipulacién de
quimicos y agua caliente. Las muestras se preparan con la tecnologia de bolsa de filtro ANKOM
y se colocan en un tirante de bolsa. Aqui el técnico simplemente selecciona el método analitico
en el controlador de la computadora y presiona un botén. El sistema agrega automaticamente los
quimicos apropiados y realiza los enjuagues necesarios. La solucion se calienta y la solubilizacion
tiene lugar sin intervencion manual. Cuando se completa el proceso, el técnico retira las bolsas y

completa un secado final y pesado.

Para nuestro estudio se realiz6 una primera caracterizacion estructural para determinar el
porcentaje de lignina, celulosa y hemicelulosa de las muestras iniciales utilizando el método
volumétrico de Van Soest (1963) para determinar Fibra Detergente Neutra y la fraccion llamada
Fibra Detergente Acida, mediante calculo se pudo determinar el porcentaje de lignina, celulosa 'y
hemicelulosa, el equipo que se utiliz6 fue un Analizador de Fibra Marca: ANKOM 2000, S.N.
20382931, el cual se encuentra ubicado en el Laboratorio de Biomasa del Departamento de

Investigacion de la Universidad Estatal de Bolivar.
Se utilizé las siguientes formulas:
%Hemicelulosa =% FDN- %FDA

w3—(w2sL2

%FDN y %FDA= TP_A) *100

% Celulosa = % FDA -%FDL
% Lignina = % FDL

Calculo del porcentaje de lignina

P2-P3
P1

* 100

%Lignina=

En donde:

% FDN = Porcentaje de fibra detergente neutra

%FDA = Porcentaje fibra detergente acida
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%FDL = Porcentaje fibra detergente lignina.

W1= Peso muestra

W?2= Peso bholsa vacia

W3= Peso bolsa + muestra

PB= Promedio peso final de bolsa vacia

A= Promedio peso inicial de bolsa vacia

P1= Peso muestra

P2= Peso de crisol + muestra

P3= Peso de crisol + ceniza

3.1.3.  Inoculacion de la cepa fangica.

Para la obtencién de los consorcios, se tomaron con pinzas estériles muestras de tapetes de
microorganismos de residuos agricolas de suelo, asi como de la parte externa de arbustos del
Bosque Nativo Cashca Totoras del sector Totoras, Canton San Miguel. Ubicacion geografica:
01°45°42°"S, 78°55"26""W; el bosque se encuentra 3400m.s.n.m. Las muestras fueron colocadas
en fundas zipoc estériles y trasladadas a un congelador hasta el Departamento de Investigacion
Ambiental y Desarrollo de la ESPOCH (GIADE)

Tabla 3-2. Cepas Nativas en fase laboratorio
Factor Cdédigo  Nivel Origen

b1: Neurospora Crassa Bosgue nativo

Cepas .
) ] Corteza de naranja y
B b2: Aspergillus Nidulans

A tomate
fangicas

. ) Corteza de naranja y
b3: Aspergillus Niger
tomate
b4: Trichoderma Reseei Bosque nativo

b5: Trichoderma Vireede Bosque nativo

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020.
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3.1.3.1. Aislamiento, purificacion, pruebas de crecimiento, identificacion molecular y
multiplicacion masiva de las cepas.

Se aisld de acuerdo a la Norma Técnica Ecuatoriana INEN1529-1:2013. Control Microbioldgico
de los Alimentos. Preparacién de Medios de Cultivo y Reactivos. Las muestras obtenidas se
tamizaron y pesaron 10g para disolverlas en 100 ml de agua destilada estéril, la solucion madre
se dispenso en tres medios de cultivo: patota dextrosa agar (PDA), agar nutritivo, agar dextrosa
Sabouru, con 3 repeticiones cada una, se incubaron las cajas Petri en incubadoras a 28 y 30°C
durante 7 dias para luego realizar la purificacion en medio de cultivo PDA resultando ser el medio
mas selectivo, se utilizd el sistema de siembra en estria y por grumos esparciendo
homogéneamente sobre la superficie de la caja, para luego realizar la purificacién en medio de
cultivo PDA (39g/1), considerando que se denomina “medio de cultivo” a cualquier material que
presente una adecuada combinacion de nutrientes para permitir el crecimiento o el incremento del

namero de células de una poblacién microbiana. (Tortora, 2007)

El crecimiento radial en mm/dia se determiné con la ayuda de una regla graduada desde el centro

de la caja Petri hasta que el hongo alcanzo las paredes de la misma. Abdel- Fattah, G. et al (2007).

La seleccién de determinadas cepas fingicas para la produccion de biomasa se realiza a través de
una serie de analisis 0 ensayos que relacionen los aspectos de mayor relevancia para su produccion
industrial en pro de la obtencion de caracteristicas de interés. Pruebas de crecimiento micelial
(Adenipekun, Lawal, y Isikhuemhen, 2015; Zervakis, Philippoussis, loannidou, y Diamantopoulou, 2001),
evaluacion de la aparicion de primodios, caracteristicas morfol6gicas de las carp6foros, tasas de
bioconversion (Mane, Patil, Syed, y Baig, 2007), propiedades organolépticas de la seta (Onyango, Palapala,
Arama, Wagai, y Gichimu, 2011) e indices de rendimiento (Qiang, 2015), son algunos de los aspectos a
tener en cuenta para la seleccién de la cepa que se desee producir. Una vez establecida la cepa se
procede a realizar labores de aislamiento e identificacion que ratifiquen el escoger correctamente

el material.
Es importante determinar la concentracion mediante diluciones seriadas desde 10 * hasta 10-.

Viabilidad (UFC/g) = Promedio de colonias del hongo x factor de dilucion x factor de siembra
de 10 (1000 pL / 10 pL). (Tortora, 2007)
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Con las siembras realizadas en las cajas Petri para la evaluacion de la viabilidad de los
microorganismos, se contabilizd el nimero de colonias de hongo benéfico en cada caja Petri, en

las diluciones de 104, 10° y 10, Con lo que se determind su pureza.

Posterior a ello se puso a prueba el crecimiento de hongos en sustrato de biomasa de maiz, trigo
y cebada, inoculando en proporciones adecuadas a temperatura de 28°C, una humedad del 35% a
pH=5,2 todo esto se probo inicialmente con muestras de 5g de sustrato con los distintos hongos

por cada muestra durante 5 dias, siendo la unidad de analisis las cajas Petri.

3.1.4. Hidrolisis enzimatica y sacarificacion

Esta se la llevd a cabo en los sustratos organicos (maiz, trigo y cebada); utilizando el método de
agua caliente en fase liquida (ACL) el cual consiste en humedecer la paja con agua caliente, se
siguio el protocolo de laboratorio de bioseguridad de Microbiologia, este tipo de trabajo debe ser
llevado a cabo con una buena técnica aséptica y por tanto se requiere un ambiente limpio y
ordenado. Solérzano (2015), para ello se empled 100 g del sustrato esterilizado en Autoclave

Matachana a 121°C por 15 minutos.

Una vez enfriado los sustratos se inoculé las diferentes cepas de hongos se probaron 30

tratamientos con 3 tipos de residuos agricolas con 5 cepas de y 2 tiempos.

Se probd su crecimiento sometiéndolos a incubacién a temperatura de 28 °C, a una humedad
relativa (HR) de 35% y pH de 5,2 esto ha permitido presentar una concentracién en azlcares
reductores, se prob6 los hongos de forma individual y combinados para ver su sinergia y posibles
resultados, con lo que se determiné la disminucidn en el porcentaje de contenido de lignina, para
una posterior transformacion de celulosa a glucosa, en estado de reposo, transcurrido 2 dias (48
horas) se empezé a ver presencia de micelios, se dejo6 por el lapso de 6 dias (144horas) y 8 dias
(192 horas) se caracteriz estructuralmente por segunda vez la biomasa determinando la

disminucién y el aumento de los principales componentes (lignina, celulosa, hemicelulosa).

Tabla 3-3. Tiempo de hidrolisis enzimatica.
Factor Cdédigo Niveles

t1: 144 horas
t2: 192 horas

Tiempo

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020.
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3.1.4.1. Determinacion de azlicares reductores

Este método es una técnica colorimétrica que emplea un procedimiento que se basa en una
reaccion redox que ocurre entre el DNS desarrollado por Miller y los azlcares reductores
presentes en la muestra, seguido de la determinacion espectrofotométrica a 540 nm de los
azucares reductores. Esta técnica sirve para cuantificar los azlcares reductores como productos
de una reaccion enzimatica, su ventaja radica en su alta sensibilidad y productividad debido a que

es un método espectrofotométrico.

3.1.4.2. Preparacion del reactivo &cido 3,5 dinitrosalicilico

El reactivo es preparado en caliente, pesando 0,59 de &cido 3,5 dinitrosalicilico, 159 de sal
Rochelle (Tartrato de Na-K) y 0,8g de NaOH. Se disuelve el NaOH en 40mL de agua destilada,
luego en agitacion es agregado lentamente el tartrato de Na-K y se afiade lentamente el acido 3,5
dinitrosalicilico. El recipiente se pone en bafio de maria a una temperatura de 92°C con agitacion
constante por aproximadamente una hora, de manera que pasado este tiempo no se observen
particulas sélidas de las sustancias utilizadas; se enfria el reactivo y se completa con agua
destilada a un volumen de 50mL, se filtra y almacena inmediatamente en frasco de &mbar debido
a que este es sensible a la luz.

3.1.4.3. Curva de calibracion método DNS (METODO MILLER)

Para la construccion de la curva de calibracion por medio de la cual se determinaran las
concentraciones desconocidas de azlicares presentes en las muestras hidrolizadas se debe preparar
una solucion patrén de glucosa cuya concentracion sea de 2g/L, posteriormente se realizan
diluciones, finalmente se realiza la medicion de las absorbancias de cada una de estas muestras a
una longitud de onda de 540 nm, las cuales son graficadas versus la concentracion conocida de
glucosa y de esta forma poder realizar la linealizacion para obtener una ecuacion en donde se
reemplazara el valor de las absorbancias de las muestras hidrolizadas para obtener la

concentracion de azucares en la muestra (Gaitan, 2007)

3.1.4.4. Cuantificacién de azUcares.

Inicialmente para obtener un medio liquido al cual se le pueda medir la absorbancia es necesario
que para cada gramo de sustrato inicial se le agreguen 10ml de agua destilada los cuales son
agitados a 130 rpm a temperatura de 28°C durante dos horas, esta mezcla se filtra por medio de

un papel filtro millipore de 0,45 micrémetros del cual se obtiene una porcidn liquida que debe ser
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centrifugada a 10000 rpm durante 15 min a 4°C de este proceso se obtendra un sobrenadante el
cual se utilizara para la medicién de azlcares reductores mediante el método DNS haciendo uso

del reactivo previamente preparado.

En tubos de ensayo se adicionan 0,25mL de cada una de las muestras hidrolizadas, de las cuales
se desconoce la concentracion de azUcar, se agrega 0,25mL de reactivo DNS, se agitan los tubos
en vortex, se calientan en bafio maria a una temperatura de 92°C por 10 min. Cuando el acido 3,5-
dinitrosalisilico es reducido en presencia de calor, por el contacto con azlcares reductores, se
desarrolla un cambio de color de amarillo a naranja ladrillo, se sumergen en agua fria por 10 min
para frenar la reaccion y se agregan 2,5mL de agua destilada; el cambio de coloracién puede
determinarse por lecturas de densidad Optica, haciendo uso de equipo de espectrofotometria a una
longitud de onda de 540nm. Es necesario preparar el blanco adicionando 0,25mL de extracto de
pifia sin realizar el proceso de hidroélisis y 0,25mL de reactivo DNS en un tubo de ensayo al cual

se le realiza el mismo proceso descrito anteriormente. (Miller, 1959; Cristancho, 2014)

La concentracion de azlcar presente en la muestra problema es determinada por la linea recta
creada en la curva de calibracion del azlcar patron empleado, la gréfica lleva como coordenada

“y” la absorbancia y en el eje “x” se lee la concentracion de glucosa.

Tabla 3-4. Concentracion vs Absorbancia

Glucosa absorbancia

(g/L) (nm)
0,4 0,050
0,8 0,167
1,2 0,294
1,6 0,400
2 0,532

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020.
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Absorbancia
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0,100 e e Lineal
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0,000 (absorbancia)

Absorbancia 540 nm

0 0,5 1 1,5 2
Glucosa (g/L)

Figura 3-3. Curva patron para deteccion de azucares reductores
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020.

3.1.5. Adecuacion de la muestra hidrolizada

Segun la metodologia descrita por Muniswaran et al (2018). Para 10 gramos de sustrato hidrolizado,
se agregan 100mL de agua destilada y se agita a 130 rpm a temperatura de 28°C durante 2 horas.
La mezcla se filtra a través de una tela de nylon de malla 200. La porcién liquida se centrifuga a
10.000 rpm durante 15 minutos a 4°C, el sobrenadante se usa para analizar los azlcares reductores

y la actividad enzimaética.

3.1.6. Fermentacion

Concluida la hidrdlisis enzimatica solida se hidrata la muestra al 100% (para 100 g se agrega
1000ml de agua destilada) se somete a ebullicion para mejorar la desintegracion de las cadenas
de oligosacéaridos se enfria lo mas rapido posible hasta una T= 40°C, luego se agita a 130 rpm a
28°C por 2 horas, se filtra, la porcion liquida se centrifuga a 10000 rpm por 15 minutos a 4 °C,
seguidamente se agrega la levadura sacharomices servisae en proporcién de un 1g/l, se deja
fermentar en tiempos: 6 y 8 dias a una temperatura de 30°C, con un nivel de pH en un rango
Optimo de 5,2 en condiciones de reposo y en un espacio oscuro, hasta que la solucion no presente
produccion de CO,. La fermentacion se lleva a cabo en materiales de laboratorio los cuales fueron

adaptados a ciertas condiciones, para evitar contaminacion de muestras.

Se determina azucares reductores totales por segunda vez, conociendo que un azlcar reductor es
aquel cuya estructura posee un grupo carbonilo reactivo que se oxida con mayor facilidad para
formar productos muy diversos (Ghnimi, 2018), ejemplo de estos azucares son la glucosa, maltosa
y lactosa. Sin embargo, el método estudiado se basa en una reaccién de oxidacion y reduccién

entre el reactivo DNS y los azucares reductores presentes en la muestra incdgnita (Passos et al, 2018)
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3.1.7. Destilacion y rectificacion

Concluida la etapa de fermentacién se obtiene una mezcla agua-etanol, con 1L con una
concentracion de 8-13 % (v/v). A continuacidn, esta mezcla ingresa a un proceso de separacion,
destilacion convencional, la cual no nos dio buenos resultados en la que se observo que las
muestras empiezan a destilar a 45°C, notandose que las primeras gotas no corresponden a nuestra
muestra en cuestion, por lo que podrian ser compuestos livianos como acetonas o metanol, se
empez0 a recoger el destilado cuando la temperatura empezé a estabilizarse a 65°C en el tiempo
de 1 hora, cuando la temperatura alcanz6 88°C paramos la destilacion debido a que pueden estar
por destilarse alcoholes superiores o llamados alcoholes de fusel, o aceite fusel es un sub-producto
de las destilerias durante la preparacion del etanol mediante la fermentacion del aztcar (Urresta,
2014), por lo que se opt6 por un equipo de destilacion vertical, con un condensador de bulbos lo
que nos ayudd a controlar de una mejor manera la temperatura, donde se obtiene etanol
azeotropico de 89% en fraccién molar, se necesita mayor pureza, de esta manera, se requieren

métodos de separacion que rompan el aze6tropo etanol agua. (Pham y col. 1990).

Para determinar el Y/, del alcohol se aplica la siguiente formula:

volumen del soluto
%v = *100

volumen de la solucion

P etanol= 0,78 g/ml

Se destilé 3 veces, en la primera destilacién se recuperé 0,8 L, en la segunda se recuper6 0,4 L en
la tercera 0,155L la primera prueba fue con un densimetro y alcoholimetro con los que se hizo la
toma de densidades y grado alcohdlico lo que nos permitié determinar el porcentaje de pureza,
acompafiada de caracteristicas organolépticas que detectd aromas despreciables, en la ultima
destilacion hicimos una prueba rapida de aplicacion de la muestra a la flama, mostrando un color
azulado-verdoso, para efectos de medicion se tomé muestras del destilado a distintos tiempos y
temperaturas y se calculd6 mediante densidad la concentracion de la muestra, asi mismo a las

muestras finales se les midi6 el agrado alcohdlico.

Adicional se aplicé absorcion fisica que es otro método de purificacién muy utilizado mediante
tamices moleculares que permite separar las moléculas segin su tamafio. Otros tamices
moleculares se utilizan como desecantes incluyen carbén activado y gel de silice (Helmenstine, 2020),
se utilizé carbdn activado granulado de 1mm de didmetro, con un aproximado de 5g, se dejé

reposar por 7 dias en donde se pudo apreciar una concentracion del 95% de bioetanol.
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Tabla 3-5. Densidad de la solucion de alcohol etilico y agua a varias temperaturas.
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3.2.

3.2.1.

<\

3.2.2.

Identificacion de variables

Variables independientes
Biomasa residual
Hidrolisis enzimatica
Tiempo de operacion.
Variables dependientes

Bioetanol
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3.2.3. Matriz de consistencia
Tabla 3-6. Matriz de consistencia

ASPECTOS GENERALES

FORMULACION
PROBLEMA GENERAL

DEL

OBJETIVO GENERAL.

HIPOTESIS GENERAL

VARIABLES

INDICADOR
ES

TECNICAS

INSTRUMENTOS

Coémo la hidrélisis enzimética de
biomasa residual agricola procedente
de maiz blanco, trigo y cebada puede

Obtener bioetanol mediante hidrolisis
enzimatica a partir de biomasa
residual agricola procedente de maiz

Al procesar biomasa residual
agricola procedente de maiz
blanco, trigo y cebada mediante

Independiente
Biomasa residual

% de celulosa
Concentracién

Técnicas de
caracterizacion

Analizador de fibra
Cromatografo liquido
de alta eficiencia

tratamiento.

de la biomasa

dar origen a bioetanol con fines de | blanco, trigo y cebada con fines de | hidrolisis enzimética con cepas | Dependiente de glucosa
biorefineria? biorefineria. fingicas nativas se obtendra | Bioetanol. Pureza de
etanol con fines de biorefineria. bioetanol

ASPECTOS ESPECIFICOS
FORMULACION DE | OBJETIVOS ESPECIFICOS HIPOTESIS ESPECIFICAS VARIABLES INDICADORE | TECNICAS INSTRUMENTOS
PROBLEMAS ESPECIFICOS S
Qué propiedades fisico quimicas | Analizar las muestras de biomasa | Mediante analisis de muestras de | Independiente Caracterizacion | Analizador elemental
presenta la biomasa residual al | residual mediante operaciones fisicas | biomasa residual se podrd | Naturaleza y concentracién elemental
caracterizarla? de acondicionamiento y | determinar su composicion para | de la fuente de carbono y | Composicion Caracterizacion

caracterizacion integral, | su debido tratamiento. nitrégeno. elemental proximal

determinando los diversos Dependiente quimica. Caracterizacion

componentes para su adecuado Propiedades fisico quimicas estructural

¢Qué microorganismos produciran

Aplicar hidrélisis enzimatica aislando

Aplicando hidrdlisis enzimatica

Independiente

Técnica de

porcentaje mayor o igual al 95% de
pureza susceptible a ser utilizado en
biorefineria?

porcentaje mayor o igual al 95% de
pureza susceptible a ser utilizado en
biorefineria.

bioetanol con un porcentaje de
pureza igual o superior al 95%.

Dependiente

Pureza del bioetanol.

productos.
% de pureza del
alcohol.

Analisis de
datos

enzimas que permitan romper las | cepas fingicas nativas que permitan | por aislacién de cepas flngicas | Cepas fUngicas nativas UFC (Unidades | conteo de
cadenas de polisacéridos de celulosa | romper las cadenas de polisacaridos | nativas se podran romper las | Dependiente formadoras de | camara de | Espectrofotometro
para obtener glucosa? de celulosa para obtener glucosa, | cadenas de polisacaridos de | Obtencion de glucosa colonias) neubauer. uv.
mediante analisis de su actividad | celulosa para obtener glucosa. Porcentaje de | Técnica de | Contador de colonias
enzimatica en funcién del tiempo. glucosa Miller
Cuéles seréan las condiciones 6ptimas | Determinar las condiciones optimas | La variacion del tamafio de | Independiente Ensayos de | Instrumentos de
(relacién biomasa/agua, tamafio de | (relacion biomasa/agua, tamafio de | particula, pH, temperatura | Combinacién de condiciones | (1-2mm) laboratorio laboratorio  (tamices,
particula, pH, temperatura, velocidad | particula, pH, temperatura, velocidad | velocidad de reaccién y volumen | de operacion (1-14)pH pH-metro,
de reaccion y volumen del inéculo) | de reaccion y volumen del in6culo) | del inéculo determinard las | Dependiente (20-40°C) termometro,
para el cultivo en el sustrato de la | para el cultivo en el sustrato de la | condiciones optimas de la cepa | Crecimiento de  cepas | Horas incubadora,
cepas fungicas. cepas fungicas. fingica nativa para su cultivo en | flngicas en el sustrato L cronometro, probetas,
el sustrato. vasos de precipitacion)
Qué operaciones unitarias permitirdn | Efectuar operaciones unitarias que | Las  operaciones  unitarias | Independiente Presencia o | Ensayos Molino
obtener un bioetanol con un | permitan obtener un bioetanol con un | adecuadas permitiran obtener un | Operaciones unitarias ausencia de | prueba/error Reactor Bach

Cromatografo de gases
Herramientas
informaticas.

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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3.3. Tipoy disefio de investigacion

3.3.1. Tipo de investigacién

Es una investigacion de tipo correlacional, hace referencia a variables medibles como la biomasa
residual agricola, crecimiento de cepas flngicas, porcentaje de remocion de lignina, liberacion de
celulosa, porcentaje de glucosa, tiempo de fermentacién y la pureza de bioetanol. El problema y
las hipdtesis estan planteados de manera que se puedan correlacionar el obtener bioetanol

empleando biomasa residual agricola a través de enzimas producidas por hongos.

3.3.2. Disefo de la investigacién

El proyecto de titulacion fue de caracter experimental ya que se utilizo diferentes tratamientos
con especies flngicas en biomasa y la combinacion de condiciones, las cuales consistieron en la
aplicacién de diferentes temperaturas, porcentajes de humedad de la biomasa, hidratacion del

sustrato, revoluciones por minuto y tiempo de fermentacién en la obtencion de bioetanol.

3.4. Métodos de la investigacién

3.4.1. Deductivo

EL proyecto de titulacion se ha basado en investigaciones de varias fuentes bibliogréaficas, lo que
ha permitido conseguir un producto a partir de ensayos experimentales (ensayo -error),
consiguiendo que los conocimientos generales sustenten los procedimientos hasta obtener una

alternativa diferente.

3.4.2. Inductivo

Hace referencia de lo particular a lo general, para tener un alcance adecuado se basa en un
conjunto de métodos estadisticos, es el caso de inferir de la obtencion de una muestra de bioetanol

a una poblacidn en general y su posible utilizacion en la biorefineria.
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3.4.Enfoque de la investigacion

La investigacion al ser correlacional y experimental es de tipo cuantitativo esto es que debe tener
la mayor objetividad posible.

3.5. Alcance de la investigacion

La presente investigacion se enfoca en determinar variables especificas como la temperatura ideal
a la que crecen los hongos en el sustrato, porcentaje de remocidn de lignina liberacién de celulosa
por actividad fungica, las revoluciones por minuto a la que se agita el sustrato para hidrolizarlo y
el tiempo necesario para obtener bioetanol con fines de biorefineria y su relacién con la

caracterizacién fisico- quimica de la materia prima y cepas fungicas.

3.6. Poblacion de estudio

Los tres residuos agricolas ricos en lignocelulosa (maiz, trigo, cebada), han sido probados como
sustratos por parte de cepas fungicas nativas que mas se adapten a las condiciones de consumo de
lignina, liberacion de celulosa y transformacion y purificacion en glucosa para su fermentacion y

produccién de bioetanol.

3.7.Unidad de analisis

Las cepas fungicas nativas han sido aisladas y analizadas en laboratorio, a partir de muestras de
microorganismos capaces de descomponer materia polisacarida en glucosa en condiciones reales,
y el proceso de obtencion de bioetanol se llevé a cabo en los laboratorios de la Unidad de
Investigacion de la Universidad Estatal de Bolivar, siendo las unidades de analisis: cajas Petri,

biomasa de residuos agricolas.

Para la manipulacion, conservacién y evaluacion en el laboratorio de procesos, biomasa y
diversidad microbiana, se tom6 como referencia la NTE INEN-ISO 10381-6:2014.

3.8. Tamarfo de muestra

Se utiliz6 100g de muestra fresca de biomasa de maiz, trigo y cebada, por cada uno de los

tratamientos para realizar la investigacion.
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3.9. Disefio experimental

El modelo estadistico es el siguiente:

Yik = Mt ot B+ v+ (aB) i+ (op)iet (By)ix + (oBy)ik+ ik

Donde:

Il es la media general

Qi es el efecto debido al i-ésimo nivel del factor residuo agricola
Bj es el efecto debido al j-ésimo nivel del factor cepa flngica

Yk es el efecto debido al k-ésimo nivel del factor tiempo

Bijil error aleatorio que se supone sigue una distribucion normal con media 0 y varianza

constante 62, y son independientes

El disefio aplicado en la presente investigacion corresponde a un disefio experimental de bloques
completamente al azar, con tres factores de estudio, 30 tratamientos, 3 repeticiones, con 90
ensayos. Las variables fueron analizadas segin el disefio empleado mediante un andlisis
estadistico de varianza (ANOVA) con la finalidad de determinar diferencias significativas en las
muestras. Las pruebas de medias se evaluaron con la prueba estadistica Tukey al 95% de
confianza, ademas se efectud una transformacion polinomial de los datos para observar el efecto

lineal o cuadratico de los tratamientos.

3.11. Datos primarios

Tratandose de un proyecto de tipo experimental, se utiliza la estadistica descriptiva e inferencial
se pudo apreciar a través de la observacion directa y visita in situ para conocer la realidad con el
objetivo de obtener datos que han sido considerados de interés para la investigacion, asi también

conversatorios con profesionales expertos en el area.
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3.12. Factores en estudio

En la Tabla 3-7 se muestran los factores y sus correspondientes niveles, lo que genera el
siguiente disefio experimental:

Disefio Experimental: 3x 5 x 2

Tabla 3-7. Factores de estudio

Factor Cddigo Niveles
] al: Residuo maiz
Residuos . .
) A a2: Residuo trigo
agricolas ]
a3: Residuo cebada
b1: Neurospora Crassa
b2: Aspergillus Nidulans
Cepas fungicas B b3: Aspergillus Niger
b4: Trichoderma Reseei
b5: Trichoderma Vireede
) t1: 144 horas
Tiempo C

t2: 192 horas

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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3.13. Tratamientos

Las combinaciones que generaron los 30 tratamientos se muestran en la Tabla 3-8.

Tabla 3-8. Tratamientos
Descripcion

Tratamientos del nivel

a b ¢
Tl al bl 11
T2 al b2 12
T3 al b3 11
T4 al b4 12
T5 al b5 11
T6 al bl t2
T7 al b2 11
T8 al b3 t2
T9 al b4 tl
T10 al b5 12
T11 a2 b1 t1
T12 a2 b2 2
T13 a2 b3 t1
T14 a2 b4 12
T15 a2 b5 tl
T16 a2 b1 t2
T17 a2 b2 t1
T18 a2 b3 12
T19 a2 b4 11
T20 a2 b5 2
T21 a3 bl tl
T22 a3 b2 12
T23 a3 b3 tl
T24 a3 b4 12
T25 a3 b5 tl
T26 a3 bl 12
T27 a3 b2 tl
T28 a3 b3 t2
T29 a3 b4 tl
T30 a3 b5 t2

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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3.14. Técnicas de recoleccion

3.14.1. Datos Secundarios

Estos fueron recopilados mediante revision bibliogréfica: libros electronicos, articulos cientificos,
revistas cientificas y bases de datos (Sciencedirect, Web of Knowledge, Scopus)

3.15. Materiales

3.15.1. Material Experimental

> Residuos agricolas

> Cepas fungicas

w
H
(Sl
N

. Equipos e instrumentos de Laboratorio

Molino

Analizador elemental

Estufa

Balanza analitica

Desecador

Analizador de fibra

Autoclave matachana

Bafio maria

Espectrofotometro UV
Incubadora

Agitador orbital

Cromatografo de Gases acoplado a un Espectrémetro de Masas
Mufla

Agitador de Tubos Vortex
Cabina de seguridad bioldgica.
Plancha de calentamiento
Centrifuga

pH-metro

Termoémetro

NN N N N N N N N N N N N NN

Alcoholimetro
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3.15.3.

NS N N N N N S N N N N N N N N N SR

w
-
o1
w

A N N N IR RN

Materiales de Laboratorio

Mallas

Cajas petri

Crisoles

Gradilla

Tamizador

Regla graduada

Vasos de precipitacion
Matraces Erlenmeyer

Tubos de ensayo

Equipo de destilacion
Probetas

Embudo

Papel filtro

Algodon

Fundas de plastico herméticas
Envases de vidrio color ambar
Kitasatos

Hisopos

Recolectores de muestra
Papel filtro

Nducleos de ebullicion.

. Reactivos y sustancias

Alcohol industrial
Agua destilada estéril
Agar PDA

Agar dextrosa sabouru
Agar nutritivo

H2SO4

Glucosa

Carbdn activado granulado
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3.15.5.

SN N N N RN

3.15.6.

\

Material de Oficina

Laptop

cuaderno de notas

registro y codificacion de datos
Léapiz codificador
Esferogréfico

Borrador

Papel boom

Instrumentos para procesar datos recopilados

Excel
Statgraphics
InfoStat
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Pretratamiento

Las materias primas fueron caracterizadas por analisis elemental, los resultados se presentan en
la tabla 4-1y figura 4-1.

Tabla 4-1. Caracterizacion elemental en biomasa residual agricola
Muestras %N  %C %H %S

als 0,75 4599 407 O
alz 0,7 43,72 433 O
als 069 4399 407 O
a2 093 32,62 553 0,04
a2, 1,09 3785 6,37 0,03
a2s 106 38,16 659 O
a3: 101 3868 6,08 0,01
a3 107 376 614 O
a3s 1,04 40,79 631 O

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
Los subindices en la columna de muestras representan la repeticion.

CARACTERIZACION ELEMENTAL EN BIOMASA
RESIDUAL AGRICOLA

45,99
50 43,72 43,99
4 37,85 3816 3868 376 4079

32,62
14 31
10 o7 05 09|00410|00310| o 10|00110| 0 1,0\ 0
O —
a3 a33

H%N H%C mM%H H%S

w
OOO

Figura4-1. Caracterizacion elemental en biomasa residual agricola
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
Los subindices en la fila de muestras representan la repeticion
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Alrededor de la mitad del peso seco de las células flngicas equivale a carbono, demostrandose la
importancia de éste en la célula. Los compuestos organicos son utilizados como materiales
estructurales, suministrando energia para los procesos de oxidacion (Dube, 2009). Con este analisis
se evidencia la presencia de Carbono en especial en las muestras de maiz con un promedio de
44,57%, cebada 39,02% seguida de trigo con 36,21% con respecto a otros elementos presentes en
las muestras en menores proporciones como: H, N y S. Con estos resultados se puede deducir que

existe en un porcentaje elevado presencia de celulosa.

El agua influye en el grado de madurez y crecimiento de la planta, reflejandose en la relacién
C/N; los mayores contenidos de nitrogeno en las plantas se encuentran en los tejidos jovenes, a
medida que la planta avanza en edad, la proporcion de celulosa aumenta y el porcentaje de
nitrogeno disminuye y se eleva el contenido de carbono ligado a la produccion de polisacéaridos

es decir se aumenta el contenido de celulosa hemicelulosa y lignina.

Caracterizacion Proximal

Dentro de la caracterizacion proximal de los residuos agricolas se determinaron ceniza 'y
humedad los resultados se muestran en la tabla 4-2, figura 4-2 y tabla 4-3, figura 4-3

respectivamente.

Tabla 4-2. Determinacién de Ceniza

Biomasa ] .
residual Ceniza%  Promedio  Desvesta
al; 4,71
al, 4,61 4,68 0,06
als 4,71
a2; 5,29
a2, 5,36 5,15 0,30
azs 4,81
a3; 4,79
a3, 4,97 4,82 0,14
a3z 4,70

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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DETERMINACION DE CENIZA
BIOMASA RESIDUAL AGRIiCOLA
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Figura4-2. Determinacién de Ceniza
Realizado por: Ronquillo Marfa, 2020
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Es importante conocer el porcentaje cenizas en la materia prima, ya que se ha demostrado que la

paja de trigo cuenta con un alto contenido de silice. (Ruigang et. al., 2004). Se puede apreciar el

contenido de cenizas obtenido de las tres muestras de biomasa de maiz, trigo y cebada fue de 4,68

% % 0,06; 5,15 % £ 0,30 y 4,82% + 0,14 respectivamente, se compard con datos obtenidos por

(Ruilova, 2014) con valores de 5,98 Maiz, 10,64 trigo y 9,75 cebada lo que hace muy similar para

cualquier tipo de tratamiento.

Tabla 4-3. Determinacion de Humedad

MUESTRAS HUMEDAD PROMED DESVESTA
ali 4,17
als 4,20 4,18 0,02
als 4,18
a2; 7,70
a2, 7,18 7,48 0,27
a2; 7,55
a3; 7,49
a3z 7,60 7,55 0,05
a3z 7,56

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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DETERMINACION DE HUMEDAD
BIOMASA RESIDUAL AGRICOLA
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Figura4-3. Determinacién de Humedad
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

La humedad es una de las variables de mayor importancia atribuidas a la biomasa y a los productos
obtenidos de esta, ya que la eliminaciéon de agua permite el aprovechamiento 6ptimo de la
capacidad energética de la biomasa (Garzén, 2018). Ademas, es uno de los factores mas influyentes
en la biosintesis de carbohidratos en la planta debido a el agua es fundamental en el proceso de

fotosintesis (Navarro & Navarro, 2003).

Se determind la humedad de las muestras, obteniendo muestras casi secas, se secaron en estufa
para facilitar su manejo. Las muestras secas se pusieron en la termobalanza, obteniendo una
humedad de 4,18 % + 0,02 para maiz, 7,48 % + 0,27 para trigo y 7,55% = 0,05 para cebada. Se
toma referencia de humedad obtenida por (Ruilova,2014) en rastrojos de maiz, trigo y cebada con
10,11; 13,61; 13,81 respectivamente. Al igual que la humedad, en cuanto al analisis de cenizas,
se obtuvo un coeficiente de variacion menor a 10 % el cual es un valor preciso a nivel de

repetitividad. (Navarro & Navarro, 2003).

Los datos obtenidos del anélisis proximal de los residuos agricolas que se expresan en las Tablas
4-2 y 4-3 al analizar los mismos se puede establecer que estos valores estan en concordancia con
los andlisis reportados por Ramos, (2017). Del andlisis estadistico se determina que no hay

diferencias significativas entre los diferentes residuos agricolas.
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Caracterizacion Estructural

A través del analizador de fibra se determiné el andlisis estructural de los 30 tratamientos, tanto
a biomasa inicial como a biomasa tratada de las cuales se tomé un tratamiento al azar (T8) para

una comparativa la cual se muestra en la tabla 4-4 y figura 4-4.

Tabla 4-4. Analisis estructural residual agricola sin y con tratamiento
BIOMASA SIN TRATAR % BIOMASA TRATADA %

COMPONENTE Residuo Residuo Residuo Residuo Residuo Residuo

maiz trigo cebada maiz trigo cebada

Lignina 24,41 19,97 18,98 13,58 12,99 12,03
Celulosa 33,12 30,78 32,59 48,12 42,78 42,59
Hemicelulosa 30,88 24,09 23,99 26,88 18,99 17,99

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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Figura4-4. Biomasa residual sin y con tratamiento
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

En la caracterizacion estructural se realizaron diferentes analisis que permitan separar la pared
celular de la célula vegetal de biomasa. Aplicando el método de Van Soest (1964) se calculd FDA,
FDN lo que ayudd a determinar el porcentaje de celulosa, hemicelulosa y lignina en las muestras
iniciales como en las finales, también se pudo referenciar con estudios realizados en biomasa
residual con resultados similares. Ruilova (2014). Se logra evidenciar que la lignina disminuye en
las diferentes muestras considerando las muestras iniciales se determiné una disminucion en

biomasa de maiz de un 10,83%, en biomasa de trigo un 6,98% y en biomasa de cebada un 6,95%,
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referenciando a la cebada como la muestra mas dificil de romper dicha estructura, en cambio se
logra evidenciar que la celulosa aumenta en un 15; 12;10% respectivamente, hemicelulosa
disminuye en un 4; 5,1 y 6% respectivamente, lo que nos indica resultados favorables, Tabla 4-4
y Figura 4-4.

Lignina

, 30
X 25
1%]

2 20
215
c

g 10
O 5
& 0

Maiz  Trigo Cebada Maiz Trigo Cebada

BIOMASA SIN TRATAR % BIOMASA TRATADA %
Muestras

Figura4-5. Disminucién de lignina
Realizado por: Ronquillo Marfa, 2020

Los resultados reportados reflejan valores que se han encontrado en los residuos agricolas
analizados y su variabilidad estard en dependencia de factores como: variedad, condiciones de
cultivo, fertilidad del suelo, edad del residuo entre otros. Se puede apreciar una evidente
disminucion de lignina entre el 12 al 13% al someter las muestras a un tratamiento enzimatico.

Las muestras se evaluaron hasta las 192 h.

4.2. Aislamiento, purificacion, pruebas de crecimiento, identificacion molecular y
multiplicacion masiva de las cepas.

Una vez aislados se observé las caracteristicas de produccion de micelio, conidios en si la
esporulacién, después de transcurrido tal periodo, la identificacion morfoldgica macro y
microscopica se realiz6 mediante claves taxonémicas para cuantificar las esporas por el método
de recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml) en placa por diluciones seriadas,
utilizando el instrumento contador de colonias efectuando varios contajes para obtener un
resultado mas confiable, resultando un buen nivel de crecimiento entre 1,5x10'°y 2,1x10°

UFC/ml, la multiplicacion masiva de los hongos se la realiz6 en cajas Petri con 3 repeticiones.

La esporulacion de los hongos empezd a notarse a las 24 horas, respecto a los porcentajes de
sustrato de maiz, trigo y cebada, la temperatura adecuada fue de 28 °C a una humedad del 35% a

pH =5,2 el sustrato que presto las condiciones para que crezca un hongo por cada muestra fueron
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muy buenas, la UOnica variante en esto fue el tiempo, en lo que se pudo observar mayor

esporulacion en los sustratos de maiz.

4.3. Hidrolisis enzimética y sacarificacion

Despejando la concentracion de la ecuacion de calibracion del espectrofotémetro encontrada en

la seccidn 3.3 se obtiene la ecuacidn que permite calcular la presencia de azucares reductores.

_ y—-0,0705
X = 70,2993

Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla.4.5. Concentracion de Azlicares Reductores.
Absorbancia Concentracién

Tratamientos

(540nm) g/l (x)
T1 0,231 1,009
T2 0,378 1,499
T3 0,236 1,024
T4 0,408 1,599
T5 0,229 0,999
T6 0,236 1,023
T7 0,355 1,422
T8 0,284 1,184
T9 0,235 1,022
T10 0,229 1,002
T11 0,261 1,106
T12 0,288 1,197
T13 0,349 1,401
T14 0,375 1,487
T15 0,230 1,003
T16 0,236 1,023
T17 0,228 0,998
T18 0,163 0,781
T19 0,269 1,138
T20 0,228 0,997
T21 0,261 1,108
T22 0,287 1,193
T23 0,360 1,437
T24 0,358 1,432
T25 0,229 0,999
T26 0,210 0,938
T27 0,291 1,207
T28 0,397 1,561
T29 0,201 0,908
T30 0,236 1,024

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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Figura4-6. Presencia de azucares reductores.
Realizado por: Ronquillo Marfa, 2020

La hidrolisis enzimatica es el paso mas importante de todo el proceso porque son las enzimas
presentes en los hongos lignoceluloliticos que producen reacciones de oxidacién y degradacion
de la lignina rompiendo asi las moléculas de polisacaridos, degradando con las enzimas celulasas
y xilanasas producidas por las diferentes cepas flngicas. permitiendo llegar hasta sus
monosacaridos, azucares potencialmente fermentables. Sin embargo, a veces se requieren otras
enzimas, especialmente en el caso de la hemicelulosa, dependiendo de su origen, puede presentar
alta heterogeneidad (Girio, 2010). Se pueden afiadir proteasas expansinas e incluso enzimas

ligninoliticas (Talebnia et al.,2010)

Los distintos tratamientos han permitido obtener las distintas concentraciones de azlcares
reductores presentando algunos de estos mayores rendimientos. Estos resultados permiten
determinar que las enzimas producidas por las cepas fungicas son eficientes en sacarificar

residuos agricolas, no obstante, el tiempo es una limitante.

4.4 . Fermentacion

La fermentacion se realiz6 en kitasatos de 2L se tomé como base 100g de biomasa pre tratada,
pH de 5,2 y 1 L de agua destilada misma que se llevé a cabo por el tiempo de 6 y 8 dias,
temperatura de 28 °C y sistema anaerobio, utilizando el microorganismo de fermentacién

sacharomyces servisae comercial a una concentracion de 1g/l.

La reaccion quimica que ocurre en la fermentacion es la siguiente:
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CsH1206 — 2C2HsOH + 2C0O,

Glucosa Etanol Dioxido de carbono

1 mol CgHy204 2mol C;HsOH 46,07 g C:HsOH 051 g C;HsOH
* * — Bt dul sy
180,16 g CsH3205 1mol CgHy30¢ 1 mol C;H;0H : g CsHy20¢
1 mol CgHy 20, 2mol CO, 4401 g CO, CO,
S, T2 (49 ———
180,16 g CoHy205 1mol CgHy204 1mol CO; g CgHy204

El célculo obtenido es ideal en el caso tedrico, por cada mol de glucosa se obtiene 2 mol de etanol

dando un valor de 0,51 g de etanol.

4.5. Destilacion y Rectificacion

4.5.1. Célculo de la cantidad de la solucién concentrada en gramos.

La densidad de la solucidn concentrada fue obtenida en laboratorio mediante el método de

densidades.

Base de calculo = 1L de solucién concentrada

1,56 g solucion concentrada
11

1L de solucion concentrada * =1,56 g solucién concentrada

Resulta que 100g de sustrato sacarificado a 1L de agua destilada ha producido un valor de 1,569

de solucidén concentrada.
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45.2. Balance de masa

SOLUCION SACARIFICADA

MPeso Xi
Azicar 16 0,016
Agua | 984 | 0984
100 1

Figura4-7. Balance de masa.
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

DESTILADOR

Ecuaciones de Balance de Masa

Ecuacion General

AzUcar

Agua

Donde:

S=E+C

EVAPORADD
SaPeso Xi
| Azlcar 0 ]
Agua 100 1
100 1
CONCENTRADO

MPeso Xi

Azdcar a5 0,85

Apuz 5 0,05
100 1

Ec. 1

Xazticar *S :ng[jcgr *E + Xaz[icar *C EC. 2

S= Solucién sacarificada

E = Evaporado

C = Concentrado

Xaga *S=Xagua*E + Xaua*C EcC.3

Xazicar = Fraccion en peso de azlcar contenida en la solucién

Xagua = Fraccion en peso de agua contenida en la solucion
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Remplazando datos en la ecuacion 1y 2 se obtiene:
S=E+16¢g
0,016 *S=0*E +0,95* 1,69

S = 95 g de solucidn sacarificada después de las 3 fases de destilacion.

45.3. Transformacién de masa a volumen.

iml _
959*E— 60,89 ml

El balance de masa indica que se necesitan 60,89 mL de solucion sacarificada con el 1,6% de

azucares, para obtener 1000 mL de solucién concentrada al 95%.

4.5.4. Célculo del volumen de etanol obtenido después de la fermentacion

Es necesario calcular la cantidad de etanol obtenido en el proceso de fermentacion mediante la

concentracion alcohdlica medida.

%alcoholico
100

ve = vd *
Donde:
ve = volumen de etanol

vd = volumen del destilado

Para esquematizar los calculaos realizados se presenta aqui un ejemplo tomando la informacion

del tratamiento T4

155 95
= *

ve 100
ve = 147,25 ml
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Se considera que al 95% de pureza tomando como referencia el tratamiento 4 se obtiene un
volumen de etanol de 147,25 ml, el restante 5% es agua, considerando el volumen total de
155ml

Estos procesos de destilacion se lleva por el tiempo aproximado de 3 horas a una intensidad de

llama menor a 30°C

45.5. Porcentaje experimental del bioetanol
Tabla 4-6 Porcentaje experimental de bioetanol

Tratamiento Re§iduos Cepas t () %-
agricolas _fangicas OH
Tl al bl 144 33
- al b2 192 88
- = b3 144 80
- al ba 192 95
™ al b5 144 18
Te al b1 192 22
T al b2 144 76
T al b3 192 85
i al b4 144 89
T10 al b5 192 22
T11 a2 bl 144 30
T12 a2 b2 192 84
T13 a2 s 144 e
T14 a2 ba 192 91
T15 a2 s 144 .
T16 a2 bl 192 18
T17 a2 b2 144 66
T18 a2 b3 192 53
T19 a2 ba 144 75
T20 a2 b5 192 10
T21 a3 bl 144 32
T22 a3 b2 192 85
T23 a3 b3 144 78
T24 a3 ba 192 93
T25 a3 s 144 .
T26 a3 bl 192 20
T27 a3 b2 144 77
T28 a3 b3 192 76
T29 a3 b4 144 80
T30 a3 b5 192 18

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
Las filas pintadas pertenecen a los mejores tratamientos en rendimientos de etanol.
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Figura 4-8. Disefio experimental de bioetanol
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

Se puede apreciar el disefio experimental con 30 tratamientos con sus respectivos factores y
niveles, en el que se determind la pureza del etanol de los destilados utilizando el metodo de grado

alcoholico y de densidades.

4.6. Analisis del Disefio experimental

El disefio experimental se evalu6 utilizando el software estadistico Statgraphics. Obteniendo el

siguiente resumen del disefio factorial:

Tabla 4.7. Resumen del Disefio Multi-factorial Categorico.

Disefio base
Factores experimentales 3 Réplicas 3
Corrida base 30 Total de corridas 90
Bloques base 1 Total de Bloques 3
NUmero de respuesta 1
Grados de libertad para el
error 8
Aleatorizar Si.
NUmero de niveles 3:5:2

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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Se ha creado un disefio experimental el cual estima los efectos de 3 factores categdricos. El disefio
es una factorial estdndar que consiste en todas las combinaciones de los niveles de los factores.

Hay un total de 90 corridas con 30 ejecuciones en el disefio.

Tabla 4-8. Andlisis de Varianza para % Etanol - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Residuos agricolas 499,467 2 249,733 8,30 0,0112

B:Cepas 26443,5 4 6610,87 219,63 0,0000

C:Tiempo 22,5333 1 22,5333 0,75 0,4121

INTERACCIONES

AB 146,533 8 18,3167 0,61 0,7510

AC 9,86667 2 4,93333 0,16 0,8516

BC 694,8 4 173,7 5,77 0,0174

ABC 240,8 8 30,1

RESIDUOS 0 0

TOTAL 28057,5 29

(CORREGIDO)
Realizado por: Ronquillo Marfa, 2020

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. La tabla ANOVA
descompone la variabilidad de % Etanol en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que
se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisidn), la contribucion de cada factor se
mide eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la significancia
estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3 valores-P son menores que 0,05, estos
factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre % Etanol con un 95,0% de nivel de

confianza.

Tabla 4-9. Pruebas de Multiple Rangos para %ETANOL por RESIDUOS
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

RESIDUOS Casos Media Sigma Grupos

LS LS Homogéneos
a2 10 51,0 1,73494 X
a3 10 57,6 1,73494 XX
al 10 60,8 1,73494 X

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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Tabla 4-10. Pruebas de Multiple Rangos para %ETANOL por RESIDUOS
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
al-a2 * 9,8 6,9989
al -a3 3,2 6,9989
a2-as3 -6,6 6,9989

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion mdltiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias
estimadas entre cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a un par, indicando que
este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza.
En la tabla 4-9. se han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en
columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. EI método empleado actualmente para discriminar entre
las medias es el procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con
este método hay un riesgo del 5,0% al decir que uno 0 mas pares son significativamente diferentes,

cuando la diferencia real es igual a 0.

Tabla 4-11. Pruebas de Multiple Rangos para % Etanol por Cepas
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Cepas Casos Media LS SigmaLS Grupos
Homogéneos

b5 6 15,5 2,23979 X

bl 6 25,8333 2,23979 X

b3 6 74,5 2,23979 X

b2 6 79,3333 2,23979 XX

b4 6 87,1667 2,23979 X

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

Tabla 4-12. Pruebas de Multiple Rangos para % Etanol por Cepas
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Contraste  Sig.  Diferencia +/-
Limites
bl - b2 * -53,5 10,9236
bl - b3 * -48,6667 10,9236
bl - b4 * -61,3333 10,9236
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bl - b5 10,3333 10,9236
b2 - b3 4,83333 10,9236
b2 - b4 -7,83333 10,9236
b2 - b5 * 63,8333 10,9236
b3 - b4 -12,6667 10,9236
b3 - b5 * 59,0 10,9236
b4 - b5 * 71,6667 10,9236

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
* indica una diferencia significativa.

*

El asterisco que se encuentra al lado de los 7 pares indica que estos pares muestran diferencias
estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza de Tukey. En la tabla 4-16.
se han identificado 3 grupos homogéneos segun la alineacién de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma
columna de X's, esto se puede observar en la cepa b2.

Tabla 4-13. Pruebas de Multiple Rangos para %ETANOL por TIEMPO
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
TIEMPO Casos Media Sigma  Grupos

LS LS Homogéneos
144 15 55,6 1,41657 X
192 15 57,3333 1,41657 X

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

Tabla 4-14. Pruebas de Multiple Rangos para % ETANOL por TIEMPO
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
Contraste Sig. Diferencia +/-
Limites

144 - 192 -1,73333 4,6197

Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

Podemos observar que existe una diferencia significativa entre grupos, el método de Tukey
considera que hay un riesgo del 5,0% al decir que uno o méas pares son significativamente
diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Determinacion de Medias.

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 4-9. Medias Residuos vs % Etanol
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

Las medias se evaluaron con la prueba estadistica Tukey al 95% de confianza, se puede evidenciar
que el mejor rendimiento de etanol se obtiene con el residuo al(residuo de maiz seguido de a3

(residuo de cebada), finalmente el que sigue en rendimiento se encuentra el a2 (residuo de trigo)

Medias y 95,0% de Tukey HSD

100 C 7]

60_— 7]

%ETANOL

bl b2 b3 b4 b5
CEPAS

Figura 4-10. Medias Cepas vs % Etanol
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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En esta figura las medias se evaluaron con la prueba estadistica Tukey al 95% de confianza, se
puede observar que el mejor rendimiento de etanol se obtiene con tres cepas b4 (Tricoderma
Reseei), b2 (Aspergillus Nidulans), b3 (Aspergillus Niger) las cuales presentan diferencia

significativa con respecto a cepas como (bl y b5).

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 4-11. Medias Tiempo vs % Etanol
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

Se observa que en un tiempo de 192 h los sustratos presentan un mejor rendimiento de etanol,

estas medias se evaluaron con la prueba estadistica Tukey al 95% de confianza.
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Gréficas de Interacciones
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Figura 4-12. Interaccion Residuos vs Cepas y % Etanol
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

En esta ilustracion se muestra con claridad la interaccién de residuos vs cepas lo que nos indica
que el mejor rendimiento de etanol se produce tanto con el residuo a2 y a3 sin duda con las cepas

b2, b3y b4 las presentan diferencia significativa con respecto a cepas como (bl y b5).
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Figura 4-13. Interaccion Residuos vs Tiempo y % Etanol
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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En esta figura se muestra la interaccidn de residuos vs tiempo la cual nos proporciona resultados
con respecto al porcentaje de etanol obtenido, la cual presenta mejores rendimientos con el al en
un tiempo de 192h seguido de un tiempo de 144h, el que sigue en rendimiento de etanol es el
residuo a3 con un tiempo de 192h estos dos tratamientos muestran una diferencia significativa

grande con el residuo a2.
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Figura 4-14. Interaccion Cepas vs Tiempo y % Etanol
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

De acuerdo a los resultados que nos muestra la gréafica se observa con certeza que las mejores
interacciones se muestran en las cepas b2, b3 y b4 en un tiempo de 192 h para producir un
rendimiento cercano al 100%, sin embargo, se muestra la mejor interaccion que es b4 * 192h el
cual pertenece al tratamiento 4 seguida de b2 *192h el cual pertenece al tratamiento 2 luego sigue
el b3*144h perteneciente al tratamiento 3, también se aprecia una diferencia significativa grande

con las cepas bl y b5.
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Residuos vs Niveles de Factor
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Figura 4-15. Residuos vs Residuos Figura 4-16. Cepas vs Residuos
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020 Realizado por: Ronquillo Maria, 2020
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Figura 4-17. Tiempo vs % Residuos
Realizado por: Ronquillo Maria, 2020

Se puede observar que existe una normalidad en la distribucién de los datos, ya que existe una
misma dispersién tanto en la parte superior como inferior por tanto es valido el modelo ya que

existe una independencia de los factores con los resultados que obtuvimos.

Después de haber realizado un analisis estadistico utilizando un disefio ANOVA Multifactorial
se determina que este modelo debe operar bajo ciertas condiciones como son: residuo agricola de
maiz (al) seguido de residuo agricola de cebada (a3); cepas fungicas Trichoderma Reseei (b4),
Aspergillus Nidulans (b2) y Aspergillus Niger (b3) en un tiempo de 192h resultando ser los

tratamientos T4,T2,T3 los mejores para un mejor rendimiento de etanol.
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Verificacion de la hipotesis.

Los resultados obtenidos en el proceso de obtencién de bioetanol aplicando diferentes
tratamientos de aislados fungicos nos indica que hay algunos tratamientos mejores que otros para
la obtencién de bioetanol con fines de biorefineria procedente de biomasa residual agricola de
maiz blanco, trigo y cebada mediante hidrdlisis enzimatica. Esto nos permite aceptar la hipétesis
de la investigadora por cuanto se observo que los tratamientos T4,T2,T3 se obtuvo un mejor
rendimiento de bioetanol con un porcentaje igual al 95%, residuo agricola de maiz, tres tipos de
hongos y 192 h, esto lo corrobora el andlisis de varianza con p<0,05 que se ajusta con los
resultados reales obtenidos en laboratorio. El tiempo estimado para el proceso completo fue de
15-20 dias.
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CONCLUSIONES

e  Se pudo realizar una caracterizacion integral en la que se determin6 que la biomasa de los
residuos es la adecuada para la obtencion de bioetanol, los pardmetros mas importantes que
nos ayudo a reconocer que la biomasa es adecuada fueron: presencia de carbono y nitrogeno
dentro del analisis elemental, cenizas dentro del anélisis proximal y presencia de celulosa,
hemicelullosa y lignina dentro del analisis estructural, resultando tener las mejores
caracteristicas el residuo agricola de maiz.

e La hidrdlisis enzimatica fue el cuello de botella al probar distintas cepas flngicas con
residuos agricolas en dos tiempos, cuyos parametros se determiné después de varios ensayos
(prueba-error), los cuales permitieron que las enzimas celulasas y xilasas presentes en las
cepas rompan las cadenas de polisacaridos de celulasa para la obtencion de azlcares
reductores, por espectrofotometria se pudo detectar la presencia de glucosa, no se descarta
la presencia de otros azUcares presentes en las muestras. La glucosa fue disminuyendo a las
12 horas de fermentacion, al aparecer etanol en un porcentaje inical de 8 al 13%.

e  Se pudo aplicar un disefio experimental de bloques completamente al azar, con tres factores
de estudio, 30 tratamientos, 3 repeticiones, con 90 ensayos, las variables fueron analizadas
segun el disefio empleado mediante un analisis estadistico de varianza (ANOVA) lo que
permitié determinar la interaccion de factores residuos agricolas-cepas fungicas-tiempo cuyo
efecto combinado de los tres factores es estadisticamente significativo en la produccién de
bioetanol. Las pruebas de medias se evaluaron con la prueba estadistica Tukey al 95% de
confianza, ademas se determind en los tratamientos un efecto lineal. Como resultado se
determina que este modelo debe operar bajo ciertas condiciones como son: residuo agricola
de maiz (al) seguido de residuo agricola de cebada (a3); cepas fingicas Trichoderma Reseei
(b4), Aspergillus Nidulans (b2) y Aspergillus Niger (b3); tiempo de 192h resultando ser los
mejores los tratamientos T4,T2,T3 para un rendimiento de etanol al 95%.

e Lapureza de etanol anhidro al 95% nos ayud6 el método de rectificacion de absorcion fisica
(carbdn activado granulado de un 1mm) el cual permiti6 separar moléculas segln su tamafio,
se dejo reposar por 7 dias en donde se pudo apreciar una mejor concentracion, se cualifico
mediante caracteristicas organolépticas como aroma y sabor ademas se cuantifico mediante
alcoholimetro su porcentaje alcohdlico, el resultado de pureza obtenido le hace susceptible a
ser utilizado en biorefineria.

e El proyecto es viable ya que los recursos son los residuos y las cepas fungicas.
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RECOMENDACIONES

e Es necesario seguir investigando fuentes alternativas de combustibles no fésiles por su
relacién amigable con el ambiente, lo cual permite encontrar tratamientos ecolégicos como
el estudiado, que se den en tiempos mas cortos ya que este factor es una limitante.

e Al momento de realizar el analisis estructural se ve la posibilidad de hacerlo mediante
espectrofotometria, ya que el método de VVan Soest es muy largo y el material utilizado en el
equipo como bolsas de papel filtro son poco habituales en el mercado.

e Se recomienda montar las pruebas de fermentacion en un birreactor que tenga un control
automatico para un adecuado control de las condiciones operacionales del proceso.

e Para comprobar tanto la presencia como el porcentaje de pureza de bioetanol y demas
compuestos que se generan en las diferentes procesos y reacciones se recomienda hacerlo
por cromatografia liquida de alta eficacia HPLC o por cromatografia de gases, para obtener
mejores apreciaciones, a pesar de los altos costos.

e Seria importante continuar con este estudio para evaluar costos de produccion y saber

técnicamente si es posible llevar a mayor es cala en biorefineria.
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