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Resumen

Este estudio se centra en un analisis comparativo de la obtencidn de etanol de
segunda generacion utilizando rastrojo de maiz y bagazo de cafa por los
meétodos de hidrolisis acida-Fermentacidén alcohdlica, dos residuos agricolas

abundantes en Nicaragua.

La investigacion comienza con una caracterizacion fisicoquimica de los
materiales, analizando su contenido de celulosa, hemicelulosa, lignina,
humedad y cenizas. Los resultados de esta caracterizacion muestran que el
bagazo de cana contiene un mayor porcentaje de celulosa (46.06%) y menos
lignina (11.51%) en comparacion con el rastrojo de maiz (35.12% de celulosa
y 15.55% de lignina).

Para mejorar la accesibilidad de los azucares fermentables, se aplicé un
pretratamiento fisicoquimico basado en la exposicidén de las muestras en agua
caliente (140°C) durante 20 minutos. Luego, se llevo a cabo la hidrdlisis acida,
en la que se utilizé acido sulfarico en tres concentraciones diferentes (1%, 2%
y 3%) a 110°C durante 3 horas. Este proceso permite descomponer la celulosa
y hemicelulosa en azucares mas simples, que luego pueden ser utilizados en

la fermentacion.

En la etapa de fermentacién alcohdlica, se empled la levadura Saccharomyces
cerevisiae, utilizando distintas concentraciones y tiempos de fermentacion (1,
5 y 10 dias), para evaluar su impacto en la produccién de etanol. Para el
analisis de los resultados, se utilizé el método Taguchi, un disefio experimental
que permite optimizar las variables sin necesidad de realizar un numero

excesivo de pruebas.

Los resultados revelan que el bagazo de cana produce un mayor rendimiento
de etanol en comparacion con el rastrojo de maiz, debido a su mayor contenido
de celulosa y menor presencia de lignina, lo que facilita el acceso a los
azucares fermentables. Ademas, se identificaron las condiciones 6ptimas de
acido, levadura y tiempo de fermentacion para maximizar la produccion de

etanol en ambos casos.
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l. Introduccion

El bioetanol de segunda generacion se obtiene de la degradacion de biomasas
lignoceluldsicas de los residuos agricolas y desechos forestales, esto da lugar
a la reduccion del potencial de diversificaciéon de las fuentes de energia

relacionadas y también la menor dependencia de los combustibles fosiles.

La creciente preocupacion mundial por el agotamiento de los combustibles
fosiles y los efectos negativos derivados de su utilizacion, como la emisidn de
gases de efecto invernadero y el deterioro ambiental, ha incentivado la

investigacion y el desarrollo de fuentes alternativas de energia renovable.

En Nicaragua, el sector energético ha experimentado una transformacion
importante en las ultimas décadas, diversificando su matriz energética hacia
fuentes renovables que actualmente representan aproximadamente el 70% del
consumo energético nacional. Particularmente, la generacion de bioenergia a
partir del bagazo de cafia constituye cerca del 24% de dicha energia renovable.
No obstante, esta bioenergia ha sido obtenida predominantemente mediante
procesos de combustion y no a través de la produccion de etanol, lo que refleja
un area de oportunidad para el aprovechamiento mas eficiente de los residuos

agricolas.

Asimismo, investigaciones previas han explorado el potencial de diversas
materias primas para la produccion de bioetanol mediante técnicas como la
hidrdlisis acida diluida y la fermentacion alcohdlica. Estudios realizados tanto a
nivel nacional como internacional, utilizando residuos como la coronta de maiz,
la cascarilla de arroz y racimos de palma aceitera, han evidenciado que la
seleccién de las materias primas y la optimizacién de las condiciones de
operacion son factores criticos para maximizar el rendimiento en la obtencion
de bioetanol. Estos antecedentes subrayan la importancia de adaptar las
tecnologias de produccion a las caracteristicas especificas de los residuos

disponibles en cada region.

En este contexto, la presente investigacion tiene como objetivo principal
analizar y comparar el rendimiento en la produccioén de bioetanol a partir de



dos materias primas ampliamente disponibles en Nicaragua: el rastrojo de maiz
y el bagazo de cafia. Para ello, se emplearan los procesos de hidrolisis acida
y fermentacién alcohdlica, utilizando un disefio experimental Taguchi que
permitira evaluar de manera sistematica la influencia de tres factores
fundamentales: la concentracion de &acido sulfurico, la concentracién de
levadura y la temperatura de fermentacion, cada uno considerado a tres

niveles.



Il. Objetivos
2.1 Objetivo general:

Analizar la obtencidn de bioetanol mediante un estudio comparativo por el
método de hidrdlisis acida - fermentacion alcohdlica a partir: de rastrojo de maiz

y bagazo de cafa.
2.2 Objetivos especificos:

e Caracterizar el rastrojo de maiz, el bagazo de cafa cuantificando la
celulosa, hemicelulosa, lignina y cenizas totales.

e Determinar las condiciones éptimas de hidrdlisis acida y fermentacion
para la obtencion del etanol con cada una de las materias primas
comparadas.

e Analizar y comparar los porcentajes obtenidos de bioetanol por cada

una de las materias primas.



lll. Marco tedrico
3.1 Maiz

Maiz, palabra de origen indio caribefio, significa literalmente «lo que sustenta
la vida». El maiz es uno de los cereales mas importantes del mundo, suministra
elementos nutritivos a los seres humanos y a los animales y es una materia
prima basica de la industria de transformacién, con la que se producen
almidon, aceite y proteinas, bebidas alcohdlicas, edulcorantes alimenticios vy,
desde hace poco, combustible. La planta tierna, empleada como forraje, se ha
utilizado con gran éxito en las industrias lacteas y carnicas y, tras la recoleccién
del grano, las hojas secas y la parte superior, incluidas las flores, aun se utilizan
hoy en dia como forraje de calidad relativamente buena para alimentar a los
rumiantes de muchos pequeinos agricultores de los paises en desarrollo. Los
tallos erectos, que en algunas variedades son resistentes, se utilizan para

construir cercas y muros duraderos (FAO, 2016).
3.1.1 Morfologia de la planta

La planta del maiz pertenece a la familia de las pomaceas o gramineas, con
un ciclo anual y tallos resistentes y erectos, que pueden alcanzar los dos

metros y medio de altura.
Esta planta se compone de:

e Raices: Presenta dos tipos de raiz: las primarias y fibrosas que van bajo
tierra, y las adventicias que brotan del primer nudo de la planta y son
superficiales. Ambas permiten que se mantenga erguido el largo tallo.

e Tallo: Compuesto a su vez por tres capas: una epidermis impermeable
y transparente, una pared vegetal por la que circula la savia y una
medula de tejido esponjoso y blanco en donde se almacenan los
azucares.

e Hojas: Generalmente lanceoladas, largas y finas, alcanzando los 120
centimetros de longitud y los 9 centimetros de ancho (Etece, 2024).



3.1.2 Rastrojo de maiz

El rastrojo de maiz consiste en las hojas, tallos y mazorcas de maiz que quedan
en un campo después de la cosecha. Tal rastrojo constituye aproximadamente
la mitad del rendimiento de un cultivo de maiz y es similar a la paja de otras
gramineas de cereales. La paja de maiz es un producto agricola muy comun
en areas con grandes cantidades de produccién de maiz. Ademas de la parte
no granular del maiz cosechado, el rastrojo también puede contener otras
malezas y pastos. El maiz de campo y el maiz dulce, dos tipos diferentes de

maiz, tienen restos de maiz relativamente similares (Ibarguen, 2019).

Tabla 1: Composicion quimica del rastrojo de maiz

Componente % En peso seco
Glucano (celulosa) 374
Hemicelulosa (xilano) 21.1
Arabinosa 29
Mannan 1.6
Galactan 2.0
Ceniza 5.2
Lignina 18.0
Acetato 29
Proteina 3.1

Nota: (Josifovich, 1988)
3.2 Caina de azucar

La cafa de azucar pertenece a la familia de las gramineas y al género
Saccharum., en el cual existen seis especies: S. spontaneun, S. robustum, S.

barberi, S. sinensi, S. edule y S. officinarum.

-5-



El tallo de la cafia de azucar se considera un fruto agricola, ya que en él se
distribuye y se almacena azucar, posee aproximadamente 75% de agua y esta
formada por nudos y entrenudos. Se cultiva principalmente para la produccion
de azucar, aunque también se convierte en materia prima para la fabricacién
de papel, cemento, abonos y alimento animal, con ella se pueden producir

bebidas alcohdlicas destiladas (Gobierno de Mexico, 2018).
3.2.1 Morfologia de la planta

Las partes basicas de la estructura de una planta, que determinan su forma,

son: la raiz, el tallo, las hojas y la flor.

e Sistema radical: Constituye la parte subterranea del eje de la planta; es
el érgano sostén y el medio para la absorcidén de nutrientes y agua del

suelo. En la planta de cafa se distinguen dos tipos de raices:

Raices primordiales: Corresponden a las raices de la estaca original de
siembra; son delgadas, muy ramificadas y su periodo de vida llega hasta los

tres meses de edad.

Raices permanentes: Brotan de los anillos de crecimiento de los nuevos brotes,
son numerosas, gruesas, de rapido crecimiento y su proliferacion avanza con
el desarrollo de la planta. Su cantidad, longitud y edad dependen de la variedad

y de las condiciones de suelo y humedad. La raiz de la cafia es fasciculada.

e Eltallo: Es el 6rgano mas importante de la planta de la cafia, puesto que
alli se almacenan los azucares; el numero, el diametro, el color y el
habito de crecimiento dependen de la variedad. La longitud de los tallos,
en gran parte depende de las condiciones ambientales de la zona y del
manejo que se le dé a la variedad. Los tallos pueden ser primarios,
secundarios o terciarios.

e El nudo: Es la porcién dura y mas fibrosa del tallo que separa dos
entrenudos vecinos. El nudo, a su vez, se encuentra conformado por el
anillo de crecimiento, la banda de raices, la cicatriz foliar, el nudo

propiamente dicho, la yema y el anillo ceroso. La forma de la yema y su



pubescencia son diferentes en cada variedad y, por tanto, muy usados
para su identificacion.

e Hoja: Se origina en los nudos y se distribuye en posiciones alternas a lo
largo del tallo. Cada hoja esta formada por la lamina foliar y por la vaina
y la yagua. La unidn entre estas dos partes se conoce con el nombre de
ligula, en cuyo extremo existe una auricula con pubescencia variable.

e La flor: Es una inflorescencia en panicula sedosa en forma de espiga.
Las espiguillas dispuestas a lo largo de un raquis contienen una flor
hermafrodita con tres anteras y un ovario con dos estigmas. Cada flor
esta rodeada de pubescencias largas que le dan a la inflorescencia un
aspecto sedoso. La floracibn ocurre cuando las condiciones
ambientales de fotoperiodo, temperatura y disponibilidad de agua y

niveles de nutrientes en el suelo son favorables (Agrioriente, 2019)
3.2.2 Bagazo de cafia

El bagazo es el residuo del proceso de fabricacién del azucar a partir de la
cana, el remanente de los tallos de la cafa después de ser extraido el jugo
azucarado que ésta contiene, se ha empleado habitualmente en los paises
azucareros como materia prima para la produccion de energia en las calderas
de los ingenios o centrales azucareros y su empleo en la manufactura de papel
iniciado hace mas de 150 anos ademas de la fabricaciéon de paneles
aglomerados de fibras y de particulas y celulosa para derivados farmacéuticos

y aditivos de alimento (Aguilar, 2019).

Tabla 2: Composicién quimica del bagazo de cafa

Componente % En peso seco
Glucano (celulosa) 54
Hemicelulosa 35
Lignina 11

Nota: (Garcia, 2008)



3.3 Celulosa

La celulosa es un polisacarido lineal de elevado peso molecular y grado alto
de polimerizacion ademas de ser el componente principal en las paredes
celulares de los vegetales. El grado de polimerizacion de la celulosa se define
como el numero a repetir de unidades de anhidro glucosa (B-D-glucopiranosa)
unidas entre si mediante un enlace glicosidico entre el carbono 1y 4 en la

cadena polimérica (Rosa, 2015)

Su estructura es altamente cristalina debido a la presencia de puentes de
hidrogeno inter e intermoleculares que fluyen en su morfologia, rigidez,
orientacion, resistencia y reactividad. Las zonas de alta cristalinidad son
dificiles de hidrolizar en sus unidades monoméricas, mientras que, en las
zonas de menor cristalinidad, es decir amorfas, son accesibles y susceptibles

a las reacciones quimicas (Fernandez, 2009).

Figura 1: Composicion estructural de la celulosa.
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Nota: (Tejedor, 2016)
3.4 Hemicelulosa

La hemicelulosa esta compuesta por polimeros de diferentes azucares con
cadenas mas cortas y ramificadas, lo que la hace mas amorfa y mas facil de
hidrolizar en sus azucares constituyentes que la celulosa. En estado natural
consigue tener un grado de polimerizacion que no excede a los 200
monomeros. Su papel es suministrar la union entre la lignina y la celulosa para

proporcionar rigidez a la pared celular y son insolubles en agua (Rosa, 2015).



Las hemicelulosas son heteropolisacaridos, su funcion en la pared celular es
servir de puente de union entre la celulosa y la lignina, la estructura y
abundancia de las hemicelulosas varia ampliamente entre las diferentes

especies de plantas.

Desde el punto de vista biologico, el rol de las hemicelulosas es su
contribucion al fortalecimiento de la pared celular, por su interaccion con la
celulosa y la lignina, reforzando las microfibrilas de la celulosa por
entrecruzamiento formando una compleja red, ademas de ser una fuente
potencial de azucares simples (H. Scheller, 2010); Esta se deriva de
polisacaridos que se encuentran en las plantas y esta contiene cadenas
basicas con residuos de D-xilosa, D-manosa, D-glucosa, D-galactosa y otros
glicosilos como cadenas ramificadas vinculadas a esta cadena basica (Cheng,
2000).

Figura 2: Composicion estructural de la hemicelulosa

HO OH HO OH

OCHs © HOH,C

CO,H

Nota: (Suarez, 2022)
3.5 Lignina

La lignina es uno de los biopolimeros mas abundantes en las plantas junto con
la celulosa y la hemicelulosa. Al igual que muchos otros componentes de la
biomasa, la lignina se forma mediante la reaccion de fotosintesis y su funcion
estructural es la aglomeracion de las fibras de celulosa dotando de rigidez a la
planta (G. Gellerstedt, 2008).

La definicion estructural de la lignina nunca ha sido tan clara como la de otros
polimeros naturales tales como celulosa y proteinas, debido a la complejidad

que afecta su aislamiento, analisis de la composicién, y la caracterizacién
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estructural, el problema de una definicion precisa para la lignina se asocia con
la naturaleza de sus multiples unidades estructurales, las cuales no suelen
repetirse de forma regular, dado que la composicién y estructura de la lignina
varian dependiendo de su origen y el método de extraccion o aislamiento
utilizado (F. Lu, 2020).

Figura 3: Composicion estructural de Lignina

(YA AVl

Nota: (Willaart, 2012)

Figura 4: Esquema de procesos termoquimicos para transformacién de la

lignina y sus productos potenciales
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3.6 Combustible

Un combustible es un material que, por sus propiedades, arde con facilidad. El
concepto suele aludir a la sustancia que, al oxidarse cuando se enciende,
desprende calor y libera energia que pueda aprovecharse. Los combustibles,
de este modo, generan energia mecanica o energia térmica. La gasolina
(también conocida como nafta), el gasoleo o gasoil, el gas natural, la madera

y el carbdn son algunos de los combustibles mas utilizados a nivel mundial.

Todos los combustibles tienen un cierto poder calorifico: la cantidad de energia
(calor) que liberan por unidad de volumen o de masa cuando se produce la
reaccion de oxidacion. Dicha reaccion se inicia en el momento en que el
combustible alcanza su temperatura de ignicion. Los combustibles fosiles
provienen de biomasa cuyo origen se remonta varios millones de anos atras.
Otro tipo de combustible que se puede generar en corto tiempo son los
biocombustibles, estos son de origen biolégico y son bioetanol, biodiesel y
biogas (Gardey, 2018).

3.6.1 Biocombustible

Los biocombustibles son los combustibles que se producen, directa o
indirectamente, a partir de recursos naturales y la biomasa. La biomasa, por su
parte, es la fuente de energia que proviene de materiales no fosiles y de origen
biolégico, como pueden ser los cultivos energéticos, los desechos agricolas y
forestales y sus subproductos, esta materia se transforma en energia mediante
procesos termoquimicos (combustion, pirdlisis y gasificacion) o bioquimicos
(digestion, anaerobia y fermentacion). La energia producida mediante el uso

de biocombustibles recibe el nombre de bioenergia (Primagas, 2018).
3.6.2 Etanol

El concepto de etanol alude al alcohol etilico: una sustancia cuya férmula
quimica es CH3CH20H. Se trata de un liquido que se genera a partir de la
fermentacion de productos que presentan una elevada cantidad de
carbohidratos. Se obtiene al fermentar los azucares presentes en distintas

materias vegetales o biomasa en general (Porto, 2018).
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Figura 5. Formula quimica del etanol
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Nota: (Lobert, 2000)
3.7 Bioetanol

El bioetanol es un tipo de biocombustible que se obtiene a partir de la
fermentacion de materiales ricos en azucares y almidones, como la cana de
azucar, el maiz, la remolacha, entre otros. Es factible dedicar el cultivo de
ciertos vegetales exclusivamente para la elaboracion de bioetanol, pero este
combustible también se puede producir utilizando desechos forestales o

residuos de actividades agricolas.

Es utilizado principalmente como alternativa ecoldgica a los combustibles
fosiles en motores de automoviles, ya que su uso puede reducir la emision de
gases de efecto invernadero. El bioetanol es renovable, ya que proviene de
cultivos que se pueden replantar y cosechar continuamente. Ademas,
contribuye a la diversificacidén energética y puede fomentar la seguridad
energética de un pais al reducir su dependencia de petrdleo importado. Sin
embargo, el debate sobre el bioetanol incluye preocupaciones sobre su
impacto en el uso del suelo, los precios de los alimentos y la biodiversidad
(Castellanos, 2024).

3.7.1 Bioetanol de primera generacion

El bioetanol de primera generacion es un tipo de biocombustible producido a
partir de materias primas comestibles ricos en almidon o azucar. Las
principales fuentes de bioetanol de primera generacién son los cultivos como
la cafla de azucar, el maiz, el trigo y la remolacha. El proceso de produccién

involucra la fermentacién de los azucares presentes en estos cultivos para
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producir etanol, que luego se puede utilizar como sustituto o aditivo en

combustibles para vehiculos (AOP, 2019).
3.7.2 Bioetanol de segunda generacion

El bioetanol de segunda generacidén es un biocombustible que se produce a
partir de materias primas no comestibles, como residuos agricolas, maderas,
pastos o incluso desechos organicos urbanos e industriales. A diferencia del
bioetanol de primera generacion, que utiliza cultivos comestibles como el maiz
o la cana de azucar, el bioetanol de segunda generacion emplea biomasa
lignoceluldsica, lo que lo hace mas sostenible y menos conflictivo con la
produccién de alimentos (AOP, 2019).

3.7.3 Bioetanol de tercera generacion

El bioetanol de tercera generacion se refiere a la produccion de
biocombustibles a partir de algas o microalgas, que son organismos
fotosintéticos que pueden generar grandes cantidades de biomasa y aceites,
de los cuales se puede obtener etanol u otros biocombustibles. A diferencia de
las generaciones anteriores, que dependen de cultivos terrestres como maiz,
cafa de azucar o residuos agricolas, los biocombustibles de tercera
generacion aprovechan los recursos marinos y acuaticos, lo que les permite
ofrecer una serie de ventajas adicionales en términos de sostenibilidad y

eficiencia (Buenrostro, 2021).
3.7.4 Impacto ambiental de la produccion de bioetanol de segunda generacién

El impacto ambiental de la produccién de bioetanol de segunda generacion
esta influenciado principalmente por el proceso de conversion de biomasa
lignocelulésica (residuos agricolas, madera, paja, entre otros) en etanol.
Aunque este proceso tiene ciertas ventajas, también presenta algunos desafios

ambientales.

Aunque el bioetanol de segunda generacion reduce las emisiones de gases de
efecto invernadero en comparacion con los combustibles fésiles, la produccion

y procesamiento de biomasa genera emisiones. El proceso de pretratamiento
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y la hidrdlisis de la biomasa para extraer los azucares fermentables consume
energia, lo que puede generar emisiones, especialmente si la energia proviene
de fuentes no renovables. Sin embargo, el ciclo de vida total del bioetanol
tiende a ser menos intensivo en emisores que los combustibles derivados del
petréleo (N. Montoya, 2020).

3.8 Pretratamiento

Para la utilizacion de los carbohidratos que constituyen la biomasa es
necesario el rompimiento de la estructura lignocelulésica, a través de un
pretratamiento, con el fin de separar la fraccion hemiceluldsica, rica en xilosa
y parte de la lignina. Esta etapa es una muy importante para mejorar la
eficiencia del proceso de fraccionamiento de la celulosa. El objetivo del
pretratamiento es aumentar la susceptibilidad del material para obtener un
sustrato lignocelulésico reactivo que sea altamente accesible al ataque
quimico, microbiologico o enzimatico. Para esto se pueden utilizar métodos

fisicos, quimicos, fisico-quimicos y biolégicos. (M. ViAals-Verde, 2012)

Sin embargo, es durante esta etapa que se liberan varios subproductos
derivados de la lignocelulosa que actuan como inhibidores del crecimiento
microbiano y de la posterior etapa de fermentacion, disminuyendo el

rendimiento de la produccion de etanol. (Bayona, 2021)

La concentracion y diversidad de estos subproductos depende de las
condiciones del pretratamiento escogido, asi como del tipo de biomasa de

partida, ya que su composicion es muy variable.
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Figura 6: Accidn del pretratamiento en materiales lignoceluldsicos
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5.9.1 Pretratamiento fisicoquimico

Este tipo de pretratamientos combinan los efectos de la accidn fisica y quimica.
Actuan rompiendo la estructura cristalina de la celulosa, desestructurando la
matriz lignocelulésica y aumentando el area superficial. Este efecto se combina
con la hidrdlisis de los enlaces de hidrégeno y éster entre los tres biopolimeros,
contribuyendo a que se solubilice la lignina y parte de la hemicelulosa,
incrementando todavia mas el area accesible de enzimas hidroliticas o acidos
sobre la celulosa. Sin embargo, el uso de elevadas temperaturas produce
compuestos que inhiben la posterior fermentaciéon. La formacién de estos
compuestos se incrementa en aquellos tratamientos con condiciones mas

severas. (Bayona, 2021).
3.9 Hidrdlisis

La hidrdlisis es una reaccion quimica en la que moléculas de agua (H20) se
dividen en sus atomos componentes (hidrégeno y oxigeno). A su vez, en el
proceso de hidrdlisis, los atomos que componen las moléculas de agua pasan
a formar enlaces quimicos con la sustancia que reacciona con el agua.
(Alvarez, 2021).

3.9.1 Hidrdlisis acida

Es un proceso quimico que emplea catalizadores acidos para transformar las

cadenas de polisacaridos que forman la biomasa (hemicelulosa y celulosa) en
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sus monomeros elementales. Este tipo de hidrdlisis utiliza diferentes clases de
acidos: sulfuroso, clorhidrico, sulfurico, fosférico, nitrico y formico. Este método
tiene por objetivo convertir la biomasa en azucares en forma de oligbmeros
para despueés convertir los azucares oligoméricos en azucares monomericos

como la glucosa y xilosa. (Riafio, 2010).

Las ventajas de este tipo de hidrdlisis son que el acido puede penetrar la lignina
sin tratamiento previo, la velocidad de la hidrdlisis acida es mas rapida que la
hidrélisis enzimatica, pero la glucosa también se degrada rapidamente en
condiciones acidas. En este proceso generalmente se utiliza acido sulfurico y
acido clorhidrico en concentraciones del 1 al 10% utilizando una temperatura
moderada (en el rango de 100 a 150 °C). Pero en estas condiciones operativas
relativamente moderadas, resulta menos eficaz en la formacion de hexosas,
esto se debe principalmente a la descomposicién de los monosacaridos en
compuestos menos deseables durante la hidrodlisis, estos compuestos incluyen
furfural, un producto de la deshidratacién de pentosas y hidroximetilfurfural-

HMF, resultado de la deshidratacion de hexosas.

Estos compuestos, junto con el acido acético que se forma durante la
descomposicién inicial de las hemicelulosas, como resultado de la hidrdlisis de
los grupos acetilo unidos al azucar, inhiben la fermentacion posterior, lo que
lleva a una reduccion del rendimiento de etanol, la produccion de estos
inhibidores aumenta cuando la hidrdlisis tiene lugar a temperaturas mas altas

y concentraciones de acido mas altas. (P. Lenihan, 2010).
3.9.2 Hidrolisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica consiste en la ruptura de un enlace quimico por efecto
del agua y puede ser de tipo térmico con la ayuda solo del calo, quimico con la
ayuda de sustancias quimicas a altas temperatura, enzimatico con la ayuda de
enzimas normalmente a temperaturas por debajo de los 60°C o mixto quimica
y enzimatica. Ademas de la hidrélisis enzimatica, ha puesto a punto en los
ultimos anos un proceso de hidrdlisis enzimatica aplicado a materias primas de

origen animal o vegetal. Este tipo de hidrdlisis se caracteriza porque se liberan
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aminoacidos en forma sobre todo levogira y péptidos, biolégicamente mas

activa y util para las plantas.

Las enzimas son proteinas bioldgicas que actuan como catalizadores,
acelerando las reacciones quimicas sin consumirse en el proceso. En la
hidrélisis enzimatica, las enzimas especificas dependiendo del tipo de sustrato
que se esté descomponiendo actuan sobre moléculas grandes como o lipidos.
Cuando las enzimas actuan sobre estas moléculas complejas, rompen los
enlaces entre los componentes mas pequerfios de la molécula. Por ejemplo, las
enzimas celulasicas rompen los enlaces en la celulosa liberando glucosa, que

es un azucar simple y fermentable (Salazar, 2014).
3.9.3 Factores que afectan la Hidrolisis acida

Hidrolisis acida es un proceso quimico en el que un acido rompe enlaces en
compuestos organicos, como polisacaridos o proteinas, para obtener

moléculas mas simples, varios factores pueden influir en su eficiencia:

e La concentracion de acido, ya que al ser mayor aumenta la velocidad
de la hidrdlisis. El acido actua como catalizador, facilitando la reaccion.

e La temperatura entre 100-250°C, la reaccion es mas rapida ya que
proporciona la energia necesaria para romper los enlaces quimicos.
Aunque a temperatura muy altas pueden degradarse los productos y
formar inhibidores.

e El tiempo de reaccién es crucial. A medida que avanza la reaccién, se
hidroliza mas sustrato. Sin embargo, un tiempo excesivo puede llevar a
reacciones secundarias no deseadas.

e Después de la hidrdlisis, es importante neutralizar el acido para evitar la
degradacion de los productos obtenidos. Se puede usar bases (NaOH,
Ca (OH),) para ajustar el pH (Gonzalez, 2006).

3.10 Fermentacion

La fermentacion consiste en transformar los azucares liberados en la etapa de
hidrdlisis acida en etanol y diéxido de carbono, por medio de microorganismos

adecuados, principalmente levaduras. Estos microorganismos pueden ser
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cepas naturales que metabolicen azucares de seis carbonos, cepas naturales
gue consumen tanto azucares de seis como de cinco carbonos. En esta etapa
se consideran tres factores importantes que garantizan la obtencién de altos
rendimientos de producto y estos son: el sustrato, las condiciones de operacion

y el microorganismo fermentador.

Las condiciones de operacion son de mucha importancia para que aseguren la
reproduccion del microorganismo de forma mas eficiente. Los factores
importantes en esta parte del proceso son la temperatura, el medio de

fermentacion, el pH y la velocidad de agitacion. (Romero, 2015).
3.10.1 Fermentacion alcohdlica

Es un complejo proceso anaerdbico originado por la actividad de algunos
microorganismos llamados levaduras que procesan los hidratos de carbono
que se liberaron en la etapa de hidrolisis acida, en este caso seria la celulosa,
hemicelulosa, y los transforman en alcohol etilico y dioxido de carbono. (H.J.
Vazquez, 2007).

La fermentacion alcohdlica se puede representar de la siguiente manera:

CsH1206 — 2C2Hs0H + 2CO2

Ecuacion 5.1 Fermentacion alcoholica

El bioetanol es un tipo de alcohol inflamable que se obtiene a partir de la
fermentacion de ciertos tipos de material organico, principalmente la materia
vegetal con alto contenido en celulosa, al ser una biomasa de origen vegetal,
el bioetanol es considerado una energia renovable y su empleo disminuye
ampliamente la emision de gases contaminantes a la atmosfera, lo que es un
gran aporte para disminuir la contaminacion ambiental y como consecuencia,

el calentamiento global. (Arriols, 2018).
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Se produce mediante una fermentacion alcohdlica por medio de levaduras. Las
levaduras fermentan los azucares simples, que proviene de la biomasa, dando

como resultado final, etanol y diéxido de carbono. (Bio4.SA, 2017)
3.10.1.1 Fermentacion aerdbica

La fermentacion aerdbica es un proceso metabdlico mediante el cual los
organismos convierten sustancias, como azucares, en productos energéticos
a través de la accion de oxigeno, sin que se generen productos secundarios
como en la fermentacién anaerodbica. Es un proceso vital para muchas células,
especialmente en organismos como los animales, plantas y ciertos
microorganismos, donde el oxigeno se utiliza como donante final de electrones

en la cadena respiratoria (B. Beenish, 2020).

La fermentacion aerdbica, también conocida como respiracion celular
aerobica, es un proceso biolégico esencial que utiliza el oxigeno para
descomponer carbohidratos y otros compuestos en energia, principalmente en
forma de ATP. Este proceso ocurre en todos los organismos que dependen del
oxigeno para sobrevivir y es la fuente principal de energia para células de
organismos eucariotas. Gracias a su alta eficiencia, la fermentacion aerdbica
es fundamental para la vida en la Tierra y tiene aplicaciones industriales clave,

como la producciéon de energia y compuestos bioquimicos (Carbonero, 1975).
3.10.1.2 Fermentacion anaerobica

La fermentacion anaerébica, que es un proceso respiratorio comun en todas
las bacterias y eucariotas, es una via metabdlica que convierte los
carbohidratos en acidos organicos, gases o alcoholes en condiciones
anaerdbicas. La fermentacion anaerdbica hace que el NADH reaccione con
aceptores organicos endoégenos de electrones, extrayendo energia de la
molécula y produciendo NAD+ y un producto organico, como etanol, acido

lactico, acido butirico, acetona, hidrogeno, didéxido de carbono, etc.

La fermentacion normalmente ocurre en un entorno anaerodbico. Los
microorganismos estan disefiados como fabricas celulares capaces de fabricar

de manera eficiente proteinas, enzimas, moléculas de sabor, vitaminas,
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pigmentos y grasas. En la fermentacion anaerdbica, los microorganismos
producen en exceso productos biolégicos valiosos, como metabolitos
secundarios. Por lo general, implica ingenieria metabdlica para inducir la
produccion de ciertos metabolitos manipulando genes metabdlicos relevantes

de los microorganismos (BOC, 2011).

La fermentacion anaerdbica sigue varios pasos, aunque el principal es la
glucdlisis, que ocurre en el citoplasma de las células. En la glucdlisis, la glucosa
se divide en dos moléculas de piruvato, liberando una pequefia cantidad de
ATP en el proceso. Cuando no hay oxigeno disponible, el piruvato se convierte
en otros productos como acido lactico o etanol, dependiendo del tipo de

organismo (Varacallo, 2013).
3.10.1.3 Factores que afectan la Fermentacion anaerdbica

La fermentacién anaerdbica es un tipo de respiracion que se produce en
ausencia de oxigeno y libera menos energia, varios factores pueden influir en

su eficiencia y productos finales:

e Diferentes bacterias, levaduras y hongos tienen distintas capacidades
para fermentar sustratos. Por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae en la
fermentacion alcohdlica.

e La composicion y cantidad del sustrato afectan la fermentacién. Los
carbohidratos simples (glucosa, fructosa) se fermentan mas rapido que
los complejos (almidon, celulosa)

e Latemperatura afecta la velocidad de las reacciones enzimaticas. Cada
microorganismo tiene un rango de temperatura optimo. Temperaturas
extremas pueden inhibir o detener la fermentacion.

e El pH del medio influye en la actividad de los microorganismos. Un pH
fuera del rango 6ptimo puede afectar negativamente la fermentacion.

e Sustancias como antibitticos, etanol (en altas concentraciones) y acidos
organicos pueden inhibir la fermentacién o alterar la producciéon de
compuestos deseados

e EIl tiempo necesario depende del tipo de fermentacion y del producto
final esperado. Un tiempo insuficiente puede dar productos incompletos,
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mientras que un tiempo excesivo puede generar compuestos

indeseados (Carbonero, 2001) .
3.10.2 Microorganismos de produccion de bioetanol

En muchos procesos de fermentacién, la oxidacion de azucares simples bajo
condiciones anaerobias involucra dos fases: Los principales microorganismos

fermentadores son las levaduras: bacterias lacticas y propionicas.
3.10.2.1 Levaduras

La levadura son hongos unicelulares, muy pequefios, que, para poder
observarlos en detalle, necesitamos de un microscopio. Estos
microorganismos son muy abundantes en la naturaleza y se encuentran tanto
el suelo, en las plantas (semillas, frutas, flores, etc.), como en el intestino de
los animales. Una de sus principales funciones es la de descomponedores
primarios de la materia muerta de plantas y animales en muchos ecosistemas.
Se alimentan de azucares de los que obtienen energia durante el proceso de
fermentacion, en este proceso de fermentacion el azucar, en ausencia de
oxigeno, se transforma en etanol y diéxido de carbono. (CONICET-CIIDEPT,
2015).

3.10.2.2 Saccharomyces cerevisiae

Es el organismo mejor estudiado y una herramienta valiosa para la mayoria de
los aspectos de la investigacidn basica sobre organismos eucariotas. Esto se
debe a su naturaleza unicelular, que a menudo simplifica las cosas, ofreciendo
la combinacion de hechos de que casi todas las funciones biologicas
encontradas en eucariotas también estan presentes y bien conservadas en S.
cerevisiae. Ademas, también se presta facilmente a la manipulacion genética

a diferencia de otros organismos modelo (M. Parapouli, 2020).

La utilidad biotecnoldgica de cerevisiae reside en sus caracteristicas bioldgicas
unicas, es decir, su capacidad de fermentacion, acompanada de la produccion
de alcohol y CO2 y su resistencia a condiciones adversas de osmolaridad y pH

bajo. Entre las aplicaciones mas destacadas que implican el uso de S.
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cerevisiae son las de las industrias de produccién de alimentos, bebidas vy
biocombustibles. Esta revision se centra exactamente en la funcion de S.
cerevisiae en estas aplicaciones, solo o junto con otros microorganismos utiles

involucrados en estos procesos. (M. Parapouli, 2020)
3.10.2.3 Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis es un bacilo gramnegativo, movil, no esporulado,
anaerobio facultativo aislado de bebidas alcohdlicas en todo el mundo y en
muchos jugos de fermentacién obtenidos de plantas diversas en las que existe

una elevada concentracion de glucosa.

La capacidad para sobrevivir en liquido con elevada concentracion de
azucares y en concentraciones de etanol superiores a las que toleran las
levaduras se debe en parte a su capacidad para realizar un metabolismo
anaerobico de la glucosa a través de acetaldehido y este es convertido a
continuacion en etanol y CO2. Para ello se utiliza la via de Entner-Doudoroff,
es el unico microorganismo conocido capaz de utilizar este metabolismo

anaerobico con un unico sustrato (IVAMI, 2015).
3.10.2.4 Pichia stiptis

Scheffersomyces stipitis es una levadura Crabtree negativa, conocida
comunmente por su capacidad para fermentar azucares pentosos. A diferencia
de las levaduras Crabtree positivas como Saccharomyces cerevisiae, el inicio
de la fermentacién en S. stipitis no depende de la concentracién de azucar,

sino que esta regulado por una disminucion en los niveles de oxigeno.

Aunque S. stipitis ha sido ampliamente estudiada debido a su posible
aplicacion en la fermentacion de pentosas, hay una cantidad limitada de
informacion disponible sobre su metabolismo durante el crecimiento aerébico
en glucosa. Aqui, proporcionamos una comparacion basada en la biologia de
sistemas entre las dos levaduras, descubriendo el metabolismo de S. stipitis
durante el crecimiento aerdbico en glucosa en cultivos discontinuos vy

quimiostatos (Nielsen, 2012).
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Pichia stipitis (actualmente Scheffersomyces stipitis) es una levadura no
convencional que se encuentra en la madera en descomposicion y otros
materiales ricos en xilanos. Se distingue por su capacidad para fermentar
xilosa, un azucar abundante en la biomasa vegetal, algo que muchas levaduras

no pueden hacer eficientemente (E. Johnson, 2011).

3.1 Destilacion

ES una operacion que se basa en el equilibrio de fases por medio del calor, esta
separaciéon se logra debido al diferencial de los puntos de ebullicion de los
componentes de la mezcla. En el proceso se va obteniendo un vapor que es
rico como componente mas volatil y que se vuelve a destilar sucesivamente.
Cuando se alcanza el punto de azedtropo la mezcla no se puede destilar mas
(Zarza, 2020).

3.11.1 Destilacion al vacio

La destilacién de etanol al vacio es una técnica especializada utilizada para
purificar el etanol mediante la reduccion de la presion en el aparato de
destilacion, lo que reduce su punto de ebullicibn. Este método es
particularmente util para separar etanol de mezclas o aislar etanol de alta
pureza sin exponerlo a altas temperaturas que podrian causar su
descomposicion o degradacion. Al operar a presion reducida, la destilacion al
vacio minimiza el estrés térmico sobre el etanol, preservando su integridad

quimica y garantizando un destilado de gran pureza (Kintek, 2025).

3.12 Cuantificacion de azucares reductores
3.12.1 Método de Hermann Von Fehling

En 1849 el quimico aleman Hermann Von Fehling desarrollo el método que
hoy lleve su nombre que sirve para demostrar la presencia de glucosa y sus
derivados. Este método se basa en el poder reductor del grupo aldehido, este
se oxida convirtiendose a acido y reduce la sal de cobre en medio alcalino a

oxido de cobre formando asi un precipitado color rojo.
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Un aspecto importante a saber de esta reaccion es que el aldehido puede
detectarse muy facil, aunque en la muestra exista una pequefia cantidad de
este ya que la reaccion se produce en un medio alcalino fuerte, la sensibilidad
de este método es de 1:500, sin embargo, esto hace que el método pueda

arrojar falsos positivos

Las dos soluciones que se utilizan para este método son: sulfato de cobre y
tartrato de sodio y potasio. Cuando los iones de cobre (ll) reaccionan con el
grupo aldehido de la muestra, se forma 6xido de cobre (I), que forma un
precipitado de color rojo. En la reaccion entre la solucion de Fehling y el grupo
aldehido presente en el compuesto de muestra, el grupo aldehido se oxida a
acido y los iones de cobre (ll) se reducen a iones Cu (I), dejando un precipitado

rojo de 6xido de cobre. (Chemistry Learner, 2021)
Reaccion del aldehido en la solucion de Fehling:
RCHO + 2Cu?* + 50H~ — RCOO~ + Cu,0 + 3H,0

Ecuacion 5.2 Reaccion de Fehling

Figura 7: Resultados del método de Fehling

Fehling's Test

Blue => Negative Red ppt. => Positive
(Aldehyde and a-hydroxy (Aldehyde and a-hydroxy
ketone are absent) ketone are present)

Nota: (Chemistry Learner, 2021)
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IV. Hipétesis de investigacion

Los métodos de hidrdlisis acida-fermentacion alcohdlica para obtener etanol
de segunda generacion a partir de rastrojo de maiz y bagazo de cafia tienen

rendimientos comparables entre ambos materiales lignoceluldsicos.
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V. Metodologia
5.1 Materiales y Método

Los experimentos para la determinacion de etanol de segunda generacion en
rastrojo de maiz y bagazo de cafia mediante los métodos de hidrdlisis acida y
fermentacion alcohodlica se realizaron en los laboratorios de Alimentos y
Ambiental, de la Direccién de Area de Conocimiento de Agricultura (DACA),
UNI.

5.1.1 Materiales

Materia prima:

Para la obtencion de etanol de segunda generacion se utilizaron como
principales materias primas rastrojo de maiz, obtenido de un plantio ubicado
en el pueblo de Belén del departamento de Chinandega, y bagazo de cafia,
obtenido del Ingenio Montelimar ubicado en el municipio de San Rafael del sur

del departamento de Managua.

Materiales, Reactivos y Equipos:

Los materiales, reactivos y equipos se usaron con respecto a las pruebas

realizadas son los siguientes:

e Levadura: Se utilizé para la fermentacion alcohdlica de las muestras
previamente hidrolizadas, se necesitaran concentraciones de 0.5 %,
1 g’ 24 m/v.

L L

o Acido sulfurico: Se utilizé en la hidrolisis acida a concentraciones de 1%,
2%y 3%.

e Tartrato de sodio: Se utilizé en la prueba de cuantificacion de azucares
reductores.

e Tartrato de potasio: Se utilizé en la prueba de cuantificaciéon de azucares
reductores.

e Hidréxido de sodio: Es un sdélido blanco cristalino sin color. Se utilizé en

la prueba de cuantificacion de azucares reductores.
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e Sulfato de cobre: Es un sélido cristalino de color azul y uno de los
reactivos de Fehling ocupados en la prueba de cuantificacion de
azucares reductores.

e Agua destilada: Diluyente universal el cual se le han eliminado las

impurezas para evitar reacciones indeseadas.

Tabla 3. Equipos utilizados para la obtencién de Bioetanol de segunda
generacion

Prueba Equipos
Balanza analitica A&D Weighing
Caracterizacion de Horno JP SELECTA
materia prima Mufla Thermolyn

Balanza de humedad Sartorius MA150

Hidrolisis acida Autoclave All american electric 25X-1

Destilacion Rotavapor RE-301

Nota: Elaboracién propia.
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5.1.2 Método

Figura 8. Diagrama de flujo del proceso experimental de la obtencién de
etanol de segunda generacion

o yd ™ yd e S N
/ evadura / \ 7 Aei rico \ / / hY
[ osgL | [ Hidoxidode | [ AddoSuflicon /g o destinda \ [ RASTROJO! |
[ | . | ( 1% | b BAGAZO |
\ 1g/lL | sodio ] | 5 | | 0.5L \ |
\ ! \ I \ 2% i \ ° / Y 1 59
\ 2glL / \ 1N \ 39 / \ 100°C / \
\\\ /// \ /, \\ y, -\\ / \_\ 7. /,
Recepcion de materias
primas
Pretratamiento , Inmersion por |
30min
o " AUTOCLAVE |
Hidrdlisis 4cida 120°C por 3hr ‘
Nivelacion de pH pH 5

1 dia, 5 dias y 10 dias |

Fermentacién Temp. ambiente |

Destilacion

/, -7-""\\\
[ ETANOL |

Nota: Elaboracién propia

Caracterizacion fisicoquimica de materia prima:

La caracterizacion de la materia prima se realizé en base a las normas TAPPI
“Technical Association of the Pulp and Paper Industry”, estos procedimientos
aplican para pulpa, en este contexto es el residuo o subproducto de la cosecha
de plantios, papel, cartdon y otros productos, excepto aquellos que contengan
cantidades significativas de otros materiales distintos al agua que sean
volatiles a 105+ 2 °C, o para materiales que se oxidan y descompongan por
arriba de 102 °C.

Determinacién de porcentaje de humedad:

Debido a la naturaleza fibrosa de la materia prima es necesario aplicar las

normas TAPPI T 550 “Determinacion de humedad de equilibro en pulpas, papel
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y carton para analisis quimico” (TAPPI, 2013). Este método consiste en la
medicién de la pérdida de peso de la muestra debido a la evaporacién de agua

y es determinado con la siguiente formula:

Porcentaje de humedad = Pi;Pf * 100 Ecuacion 7.1

Pi: Peso inicial
Pf: Peso final

Se tomaron dos muestras de 5 gramos por cada una de las materias primas
(Bagazo de cafia y rastrojo de maiz) y se colocan en capsulas de aluminio, se
mide el peso de la muestra con la capsula en una balanza analitica A&D
Weighing la muestra es colocada a un horno JP SELECTA a 105 °C por 30
minutos. Una vez culminado el tiempo, la capsula es removida, enfriada a
temperatura ambiente en un desecador y pesada en la balanza. La muestra es
introducida al horno y sometida al mismo proceso hasta que su peso sea

constante.

Asi también se utilizd el método estandar de medicion de contenido de

humedad en un analizador de humedad marca Sartorius MA150. Ver Anexo 1
Determinacién de porcentaje de cenizas:

Para este analisis se aplican las normas TAPPI T 211 “Ceniza en madera,
pulpa, papel y carton: combustion a 525°C” (TAPPI, 2013). Este método
consiste en la determinacion del contenido de minerales y materia inorganica
calcinando a altas temperaturas toda la parte organica de la muestra y se

calcula con la siguiente formula:

Ax100

Porcentaje de cenizas = Ecuacién 7.2

A: Peso de ceniza

B: Peso de la muestra libre de humedad
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Dos muestras de 5g de bagazo de caina y rastrojo de maiz libres de humedad
se colocan en crisoles de porcelana limpios y se pesan en una balanza analitica
para luego introducirse en una mufla Thermolyn, que eleva la temperatura
gradualmente de 100 °C hasta 525 °C, para carbonizar la muestra sin
quemarla. Finalizada la incineracion, se enfria a temperatura ambiente en un
desecador. Por ultimo, el crisol con la muestra es pesado en una balanza
analitica. El procedimiento se repite hasta peso constante con una variacion

no mayor a = 0.5 mg. Ver Anexo 2
Determinacion de Solubles en agua, Celulosa, hemicelulosa y lignina:

Para este analisis se lleva a cabo el método de “Chesson-Datta” el cual
consiste en determinar la cantidad de materia organica e inorganica presente

en la muestra y se calcula con las siguientes formulas:

Porcentajes de solubles en agua = (%) * 100 Ecuacion 7.3
Porcentajes de hemicelulosa = (%) * 100 Ecuacion 7.4
Porcentajes de celulosa = (%) * 100 Ecuaciéon 7.5
Porcentajes de lignina = (?) * 100 Ecuacion 7.6
Porcentajes de ceniza = (S) * 100 Ecuacion 7.7

a: el peso inicial de la muestra.

b: el peso de la muestra luego de pasar por un sistema de reflujo por 1 hora,

ser filtrado y secado en un horno hasta peso constante.

c: el peso de la muestra luego de ser mezclado con 150 ml de H2SO4 1N,
calentado hasta ebullicion en sistema de reflujo por 1 hora, lavado con agua

destilada, filtrado y secado hasta peso constante.

d: el peso de la muestra luego de ser tratado con 10ml de H2SO4 al 72% por 4
horas, 150 ml de H2SO4 1N, calentado en reflujo por 1 hora, lavado, filtrado y
secado hasta peso constante.
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e: el peso de la muestra luego de ser calentado en una mufla hasta convertirlo

en ceniza.

A dos mezclas de 1g con bagazo y rastrojo se agregaron 150 ml de agua
destilada calentada hasta ebullicion por 1 hora, luego las mezclas se filtran y
los residuos se lavan con 300 ml de agua destilada caliente y se secan en un
horno hasta alcanzar un peso constante. Posteriormente se agregan 150 ml de
H2SO4 1 N a las partes solidas, y calientan a reflujo por una hora. Se filtran y
se lavan con 300 ml de agua destilada caliente, y se secan hasta peso

constante.

El residuo seco se remoja en 10 ml de H2SO4 al 72% a temperatura ambiente
por 4 horas. Una vez concluido el periodo se agregan 150 ml de 1N H2SO4 y
se someten a reflujo por 1 hora. La parte solida se lava con 400 ml de agua
destilada, se calienta en un horno a 105°C hasta peso constante. Por ultimo,
los so6lidos secos se introducen a una mufla a 525°C por 2 horas hasta que se

convierten en ceniza. La metodologia detallada se encentra en el Anexo 3.

Cuantificacion de azucares reductores:
e Meétodo de Hermann Von Fehling

Para este analisis es utilizada la metodologia de Hermann Von Fehling (1849)
el cual se basa en la reaccidon de los azucares reductores de la muestra con
los reactivos de Fehling que son: sulfato de cobre y tartrato de sodio y potasio,
la reaccién produce un precipitado rojo el cual se medira posteriormente en un

Fehling.

Primeramente, se preparan en dos beakers Pyrex de 200 ml dos soluciones
que seran nombradas Fehling A y B, la primera contendra 7g de sulfato
pentahidratado de cobre (1) mas 100ml de agua destilada y la segunda 35g de
Tartrato de sodio y potasio mas 10g de hidroxido de sodio y 100 ml de agua
destilada posteriormente se mezclan a relacion 1:1 en una probeta graduada
Pyrex 50 ml para luego ser agregadas en dos tubos de ensayo donde se le

afiaden 2g de las muestras de las 2 materias primas a comparar, finalmente
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los tubos se calientan a bano maria hasta notar cambios en la coloracion. Ver

Anexo 4
Pretratamiento:

Para esta etapa se ha observado en investigaciones anteriores (Bayona, 2021)
que es mas beneficioso el pretratamiento fisicoquimico de accién de agua
caliente para la biomasa, este consiste en someter las dos muestras en agua
caliente a 140 °C por 20 minutos para romper las paredes de lignina. La

metodologia detallada se encentra en el Anexo 5
Hidrdlisis acida:

Una fraccidn solida de 5g proveniente del pretratamiento se hidroliza con acido
sulfarico diluido. Los experimentos se llevan a cabo con acido sulfurico de 1%,
2% y 3% (viv), relacién 1:10 a 110 °C por 3 horas en autoclave All american
electric 25X-1. Estas condiciones operacionales fueron seleccionadas
basandose en resultados de investigacion realizada en Indonesia (Rahmad,
2022). Ver Anexo 6

Fermentacion alcohdlica:

Las muestras hidrolizadas se estabilizan hasta obtener un pH de 5.5. Se

utiliz vadu 5= 1= = ion, [
tilizan levaduras de 0 S‘Z 1‘Z yZ‘Z de concentracién, estas concentraciones

fueron seleccionadas de acuerdo a los resultados de la literatura consultada
para la fermentacion alcohdlica (L. Oviedo, 2009), también se afiade agua
destilada a cada muestra y se deja fermentar por 72 horas bajo condiciones
anaerobias. Finalmente, se toma el producto fermentado para realizar los

analisis correspondientes. Ver Anexo 7
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5.2 Diseno de parte experimental
5.2.1 Caracteristicas Generales

Uno de los objetivos de este trabajo investigativo fue determinar las
condiciones oOptimas de hidrolisis acida y fermentaciéon para la obtencion del
bioetanol con cada una de las materias primas utilizando como base
investigaciones pasadas cuyas conclusiones pudiesen aportar en los

parametros de los dos métodos a utilizar.

Con la investigacion se busca encontrar alternativas a combustibles fésiles que
produzcan un menor impacto ambiental como es el caso del etanol de segunda
generacion puesto que se obtiene de desechos agroindustriales, para esto es
necesario identificar cuales son las variables del proceso y bajo qué
condiciones una de las dos materias primas produce un mejor rendimiento de

bioetanol.
5.2.2 Factores y Niveles

La investigacién considera 3 factores con 3 niveles cada uno como se muestra

en la siguiente tabla:

Tabla 4: Factores y niveles para el disefio experimental

Niveles
Factores
Bajo Medio Alto
Concentracion de H,S0, 1% 2% 3%
Concentracion de levadura 0.5 g 1 g 2 g
L L L
Tiempo de fermentacion 1 dias 5 dias 10 dias

Nota: Elaboracién propia
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Se utiliza el método Taguchi debido a que permite evaluar el efecto de las

variables independientes en la variable dependiente, asi como también permite

utilizar un numero relativamente pequeno de corridas sin sacrificar la precision

de los resultados.

A.

Variables independientes y sus niveles

Materia prima: rastrojo, maiz y bagazo de cafa.

Concentracion de 4cido sulfurico en la hidrolisis: 1%, 2% y 3%.
Concentracion de levadura en la fermentacion:

052 12,24
L L L

. Variable dependiente y su respuesta

Rendimiento de bioetanol

5.2.3 Descripcion y definicion de los tratamientos

En el estudio experimental se aplicaran 9 tratamientos para cada una de las

materias: Bagazo de cafa y Rastrojo de Maiz, haciendo un total de

tratamientos con sus respectivos factores y niveles. Para este disefio Taguchi

se utilizd la herramienta Minitab la cual arrojo las siguientes combinaciones

presentadas en la Tabla 5.
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Tabla 5: Disefio Taguchi

Corridas Porcentaje de Tiempo de Concentracion de
H2SO4 . Levadura
fermentacién
1 1% 1 dia 05 9
L
2 1% 5 dias 19
L
3 1% 10 dias 2 9
L
4 2% 5 dias 19
L
5 2% 10 dias 2 g
L
6 2% 1 dia 05 g
)
7 3% 10 dias 2 g
L
8 3% 5 dias 1 g
L
9 3% 10 dias 0.5 9
L

Nota: Elaboracién propia
5.2.4 Variable respuesta

La variable dependiente definida para cuantificar la cantidad de etanol de

segunda generacion obtenido corresponde a la siguiente:
¢ Rendimiento de bioetanol
5.2.5 Definicion de unidad experimental

La unidad experimental consiste en dos muestras de materias primas (Rastrojo
de maiz y Bagazo de cafa), cada una sera sometida a nueve tratamientos
descritos en la tabla 6 en la que se evaluan diferentes combinaciones de
concentracion de H2SO4, tiempo, concentracién de levadura y tiempo para
determinar y comparar las condiciones operacionales en el proceso de

obtencion de etanol de segunda.
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VI. Resultados y Discusion
6.1 Caracterizacion de la materia prima, rastrojo de maiz y bagazo de cana

En la caracterizacion fisicoquimica de las dos muestras, se realizaron un total
de 6 pruebas, 3 por cada materia prima calculando la respectiva media
aritmética y desviacion estandar. La metodologia empleada se muestra

mas detallada en los Anexos 1,2y 3.
e Rastrojo de maiz:

El rastrojo de maiz se considera una biomasa lignocelulésica abundante y de
bajo costo, lo que la convierte en un candidato prometedor para la produccion
de bioetanol de segunda generacion. La caracterizaciéon de sus componentes

es crucial para determinar su potencial y optimizar los procesos de conversion.

Tabla 6: Caracterizacion fisicoquimica del Rastrojo de maiz

Muestra R1 R2 R3 Media Desviaciéon

Aritmética | Estandar
%Solubles 2.99 2.84 3.09 2.97 0.13
%Hemicelulosa 21.98 20.38 20.72 21.03 0.84
%Celulosa 35.16 34.23 35.98 35.12 0.88
%Lignina 15.26 16.21 15.19 15.55 0.57
%Ceniza 4.89 5.74 4.79 5.14 0.52
%Humedad 19.72 20.6 20.18 20.18 0.44
100 100 100
TOTAL

Nota: Elaboracién propia

Los datos presentados en la tabla 6 revelan la composicion del rastrojo de
maiz en términos de porcentaje de solubles, hemicelulosa, celulosa, lignina,
ceniza y humedad, elementos fundamentales para evaluar su aptitud para la

produccion de bioetanol. La metodologia empleada, basada en réplicas y
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analisis estadisticos, aporta robustez a la caracterizacion, permitiendo una

interpretacion confiable de los resultados obtenidos para este tipo de biomasa.

La celulosa y la hemicelulosa representan los componentes estructurales
mayoritarios del rastrojo de maiz, con medias aritméticas de 35.12% y 21.03%
respectivamente. Estos polisacaridos son la principal fuente de azucares
fermentables que, tras un pretratamiento y una hidrélisis enzimatica eficientes,

pueden convertirse en etanol mediante fermentacion microbiana.

La desviacion estandar relativamente baja para estos componentes
(%Celulosa = 0.88, %Hemicelulosa = 0.84) indica una homogeneidad en la
composicién del rastrojo de maiz analizado, lo que favorece la predictibilidad y
la escalabilidad de los procesos de conversion. La alta proporcion de estos
polisacaridos resalta el potencial del rastrojo de maiz como una fuente rica en

carbohidratos estructurales para la metabolizacion.

El contenido de lignina, con una media de 15.55%, es un factor importante a
considerar. Aunque la lignina proporciona rigidez a la pared celular de la planta,
su estructura compleja dificulta el acceso de las enzimas a la celulosa y
hemicelulosa, limitando la eficiencia de la hidrdlisis enzimatica. No obstante,
una desviacion estandar de 0.57% sugiere una consistencia en el contenido de
lignina entre las muestras. El pretratamiento del rastro de maiz es una etapa
critica para remover o modificar la lignina y mejorar la accesibilidad de los

polisacaridos a las enzimas hidroliticas.

El porcentaje de solubles, con una media de 2.97%, es relativamente bajo, lo
que sugiere una baja proporcion de azucares libres o compuestos facilmente
extraibles en el rastro de maiz sin pretratamiento. El contenido de ceniza, con
una media de 5.14%, representa los componentes inorganicos presentes en la
biomasa. Ambos componentes, solubles y cenizas, presentan desviaciones
estandar bajas (0.13% y 0.52% respectivamente), indicando una estabilidad en
su proporcion. Si bien los solubles pueden contribuir minimamente a la
obtencién de azucares fermentables, las cenizas son generalmente
consideradas un componente inerte en el proceso de la produccién de etanol,
aunque su composicion puede influir en etapas posteriores del proceso.
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Finalmente, el contenido de humedad del rastrojo de maiz, con una media de
20.18%, es un parametro relevante para su almacenamiento y procesamiento.
Una desviacién estandar de 0.44% indica una homogeneidad en la humedad
de las muestras analizadas. Un contenido de humedad relativamente alto
puede favorecer la actividad microbiana y la degradacion de la biomasa

durante el almacenamiento.
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e Bagazo:

El bagazo de cania, residuo agroindustrial abundante y de bajo costo generado
tras la molienda de la cafia de azucar para la extraccién de jugo, se destaca
como una biomasa lignoceluldsica con un gran potencial para la produccion de
bioetanol de segunda generacion. La caracterizacidon de sus componentes
estructurales y minoritarios resulta esencial para evaluar su aptitud y optimizar
los procesos de conversion biologica, buscando maximizar el rendimiento y la

eficiencia de la produccién de bioetanol.

Tabla 7: Caracterizacion fisicoquimica de Bagazo de cana

Muestra B1 B2 B3 Media Desviaciéon
Aritmética Estandar
%Solubles 7 8.24 8.12 7.79 0.68
%Hemicelulosa 24 .32 25.33 25.77 25.07 0.66
%Celulosa 46.35 45.11 46.73 46.06 0.85
%Lignina 12.11 11.53 10.88 11.51 0.62
%Cenizas 3.92 3 2.73 3.22 0.65
%Humedad 6.3 6.3 5.97 6.35 0.41
%Total 100 100 100

Nota: Elaboracién propia

Los datos presentados en la tabla 7 ofrecen una vision detallada de la
composicién del bagazo de cafa, incluyendo los porcentajes de solubles,
hemicelulosa, celulosa, lignina, ceniza y humedad, parametros clave para

determinar su viabilidad como materia prima bioenergética.

La celulosa y la hemicelulosa constituyen los componentes estructurales
predominantes en el bagazo de cafa, presentando medias aritméticas de
46.06% y 25.07% respectivamente. Estos polisacaridos representan la fraccion
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fermentable de la biomasa, ya que, tras un adecuado pretratamiento e hidrélisis
enzimatica, pueden ser descompuestos en azucares simples, sustrato

fundamental para la fermentacién alcohdlica que produce bioetanol.

La desviacidon estandar relativamente baja observada para ambos
componentes (%Celulosa = 0.85, %Hemicelulosa = 0.66) indica una notable
homogeneidad en la composicion del bagazo de cana analizado, lo cual es
ventajoso para la predictibilidad y la consistencia de los procesos de
conversiéon a escala industrial. La elevada proporcion de estos polisacaridos
resalta el significativo potencial del bagazo de cafia como una fuente rica en

carbohidratos estructurales para la produccion de bioetanol.

El contenido de lignina, con una media de 11.51%, es un factor critico a
considerar en el contexto de la produccién de bioetanol. La lignina, polimero
complejo que confiere rigidez a la pared celular vegetal, acttia como una
barrera fisica que dificulta el acceso de las enzimas celuliticas y hemiceluliticas
a los polisacaridos, limitando la eficiencia de la hidrolisis enzimatica y, por
ende, la liberaciéon de azlcares fermentables. No obstante, la desviacion
estandar de 0.62% sugiere una cierta estabilidad en el contenido de lignina
entre las muestras. El pretratamiento del bagazo de cafia se torna
indispensable para modificar la estructura de la lignina, incrementar la
accesibilidad de los polisacaridos a las enzimas hidroliticas y mejorar la

eficiencia global del proceso de la produccién de etanol.

El porcentaje de solubles, con una media de 7.79%, representa una fraccion
menor en la composicidn del bagazo de cafia, aunque ligeramente superior al
observado en el rastro de maiz. Esta fraccion incluye compuestos de bajo peso
molecular, como azucares libres, extractivos y otros compuestos organicos que

pueden ser liberados facilmente.

El contenido de ceniza, con una media de 3.22%, representa los componentes
inorganicos presentes en la biomasa. Ambos componentes, solubles y cenizas,
presentan desviaciones estandar relativamente bajas (0.68% y 0.62%
respectivamente), sugiriendo una consistencia en su proporcién. Si bien los

solubles pueden contribuir a la carga organica del proceso, las cenizas son
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mayormente inertes y su presencia debe ser considerada en el balance de

masa del proceso.

Finalmente, el contenido de humedad del bagazo de cafa, con una media de
6.35%, presenta el valor mas bajo entre los componentes analizados, lo cual
es una caracteristica favorable para su almacenamiento y manejo. Una
desviacion estandar de 0.41% indica una homogeneidad en la humedad de las
muestras. Un bajo contenido de humedad reduce los costos de transporte y
almacenamiento, asi como los requerimientos energéticos para el secado
previo al procesamiento. No obstante, es importante considerar que un
contenido de humedad demasiado bajo podria afectar la eficiencia de ciertos
pretratamientos y etapas de hidrdlisis, por lo que la optimizacién del contenido

de humedad es un factor a considerar en el disefio del proceso global.

6.2 Determinar las condiciones 6ptimas de hidrodlisis acida y fermentacion

para la obtencion del etanol

La variable del tiempo de hidrolisis se considerd constante igual a 3 horas para
ambas materias primas, bagazo de cana y restrojo de maiz, se consideraron
las mismas condiciones experimentales del disefio experimental L9 Taguchi

presentados en la Tabla 5.

La fermentacion empezd el 26 de septiembre de 2024, en eso dias la
temperatura promedio registrada fue de 27 °C debido a las lloviznas que se
presentaron en esos dias del mes el clima asimismo habia un porcentaje de
humedad de 88%. Los resultados del experimento en esas fueron los

siguientes:
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Tabla 8: Datos de etanol obtenidos en la fermentacion del bagazo de cafna

Bagazo

Corridas H2SO4 tiempo Concentracion Etanol, mi

Fermentacion, Levadura, g/L

dia
1 1 1 0.5 0
2 1 5 1 2
3 1 10 2 1.35
4 2 5 2 5.36
5 2 10 1 1.7
6 2 1 0.5 0
7 3 10 2 2.21
8 3 5 0.5 5.74
9 3 1 1 0

Nota: Elaboracién propia

El analisis preliminar de los resultados experimentales revela variaciones
significativas en la produccidén de etanol entre las diferentes corridas, lo que
subraya la importancia de identificar la combinacion de factores que conduce
al rendimiento mas alto. La corrida 8, que utilizé una concentracion de acido
sulfurico del 3%, un tiempo de fermentacion de 5 dias y una concentracion de
levadura de 0.5 g/L, obtuvo el mayor rendimiento de etanol con 5.74 mL. Sin
embargo, para determinar las condiciones Optimas de manera robusta, es
necesario analizar el efecto principal de cada factor en los diferentes niveles
probados, lo que implica calcular la respuesta promedio para cada nivel de

cada factor.
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Para determinar las condiciones o6ptimas de fermentacion, se calculd el
promedio de la cantidad de etanol producido para cada nivel de cada factor.
Para la concentracion de acido sulfurico, los promedios fueron 1.12 mL para
1%, 2.35 mL para 2% y 2.65 mL para 3%. Esto sugiere que una mayor
concentracion de acido sulfurico en la hidrdlisis, dentro de los niveles probados,

favorece una mayor produccion de etanol en la fermentacién posterior.

Respecto al tiempo de fermentacion, los promedios fueron 0 mL para 1 dia,
4.37 mL para 5 dias y 1.75 mL para 10 dias, indicando que un tiempo de
fermentacion de 5 dias resultd en la mayor produccién promedio de etanol. En
cuanto a la concentracion de levadura, los promedios fueron 1.91 mL para 0.5
g/L, 1.23 mL para 1 g/L y 2.97 mL para 2 ¢g/L, lo que sugiere que una
concentracion de levadura de 2 g/L es la mas favorable para la produccion de

etanol bajo estas condiciones experimentales.

Basandonos en el analisis de los efectos principales, las condiciones optimas
de fermentacién para el hidrolizado de bagazo de cafa, dentro de los rangos
de factores estudiados, parecen ser una concentraciéon de acido sulfurico del
3% en la hidrdlisis, un tiempo de fermentacién de 5 dias y una concentracion
de levadura de 2 g/L. Esta combinacion de niveles resulté en los promedios

mas altos de produccion de etanol para cada factor individualmente.

Es importante destacar que, si bien la corrida 8 mostré el mayor rendimiento
individual, el analisis de los promedios por nivel proporciona una vision mas

generalizable de las condiciones Optimas.
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Tabla 9: Datos de etanol obtenidos de la fermentacion del rastrojo de maiz

Rastrojo
Corridas H2SO04, % Tiempo de Concentracion Etanol, mL
v/v Fermentacion, Levadura, g/L

dias
1 1 1 0.5 0
2 1 5 1 2.2
3 1 10 2 1.3
4 2 5 2 1.89
5 2 10 1 0.8
6 2 1 0.5 0
7 3 10 2 0.52
8 3 5 0.5 2.5
9 3 1 1 0

Nota: Elaboracién propia

El diseno experimental Taguchi es una metodologia robusta para optimizar
procesos con multiples variables, permitiendo identificar las condiciones que
maximizan la respuesta deseada con un numero reducido de experimentos. En
este caso, se aplicod para determinar las condiciones 6ptimas de fermentacion
del hidrolizado de rastrojo de maiz para la produccion de etanol, considerando
la concentracién de acido sulfurico en la hidrdlisis (aunque no directamente una
variable de fermentacion, influye en la composicion del hidrolizado), el tiempo
de fermentacién y la concentracion de levadura. El objetivo es identificar la

combinacién de estos factores que resulta en la mayor cantidad de etanol

producido.
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El analisis de los resultados revela tendencias importantes. Al observar la
respuesta (etanol producido) en cada corrida, se puede inferir preliminarmente
que ciertas combinaciones de factores favorecen la produccion de etanol. Por
ejemplo, la corrida 8, con una concentracion de &cido sulfurico de 3%, un
tiempo de fermentacion de 5 dias y una concentracion de levadura de 0.5 g/L,
arrojo el mayor volumen de etanol (2.5 mL). Sin embargo, para determinar las
condiciones 6ptimas de manera sistematica, es necesario analizar la influencia

de cada factor en los diferentes niveles probados.

Para identificar las condiciones Optimas, se debe calcular la respuesta
promedio para cada nivel de cada factor. Por ejemplo, para la concentracién
de acido sulfurico al 1%, los resultados de etanol fueron O mL, 2.2 mLy 1.3 mL,
dando un promedio de 1.17 mL. Similarmente, se calcularian los promedios
para los niveles de 2% y 3% de acido sulfurico, asi como para los diferentes
niveles de tiempo de fermentacion (1, 5y 10 dias) y concentracion de levadura
(0.5, 1y 2 g/L). Este analisis de los efectos principales permite visualizar qué

nivel de cada factor contribuye mas a la produccion de etanol.

Tras calcular los promedios de etanol para cada nivel de los factores, se puede
determinar la combinacion éptima. Un analisis preliminar de los datos sugiere
que un tiempo de fermentacion intermedio (5 dias) parece favorecer la
produccion de etanol, como se observa en las corridas 2, 4 y 8. Respecto a la
concentracion de levadura, la corrida 8, con la menor concentracion probada
(0.5 g/L), obtuvo el mejor resultado, aunque es necesario considerar los
promedios para cada nivel para una conclusion mas robusta. La influencia de
la concentracion de acido sulfurico en la hidrélisis, aunque no directamente una
variable de fermentacion, también debe ser considerada en el contexto del

rendimiento final de etanol.

La corrida 8 (3% H2SOs4, 5 dias, 0.5 g/L levadura) mostré el mayor rendimiento
individual, pero el analisis de los efectos principales revelara si estos niveles
son consistentemente los mejores para maximizar la produccion de etanol en

general.
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6.3 Analisis y comparaciéon de los porcentajes obtenidos de bioetanol

por cada una de las materias primas

Tabla 10. Resultados de etanol del rastrojo de maiz y bagazo de cafa.

Corridas | Concentracion Tiempo de Concentracion | Rastrojo | Bagazo de
de H2SO4, % | fermentacién, | de levadura, g- | de maiz, cafa, mL
viv dias /L mL
1 1 1 0.5 0 0
2 1 5 1 2.2 2
3 1 10 2 1.3 1.38
4 2 5 2 1.89 5.36
5 2 10 1 0.8 1.7
6 2 10 0.5 0 0
7 3 10 2 0.52 2.21
8 3 5 0.5 25 5.74
9 3 1 1 0 0

Nota: Elaboracién propia

El disefio experimental Taguchi L9 permitié evaluar de manera eficiente la
influencia de la concentracién de acido sulfurico en la hidrélisis, el tiempo de
fermentacion y la concentracion de levadura en la produccién de etanol a partir

de dos materias primas lignocelulosicas: rastrojo de maiz y bagazo de cana.

Al comparar los resultados obtenidos para ambas biomasas bajo las mismas
condiciones experimentales, se observan diferencias significativas en la
cantidad de etanol producido, lo que sugiere que la naturaleza de la materia
prima influye considerablemente en la eficiencia del proceso de fermentacion.
La corrida 8, con condiciones de 3% de acido sulfurico, 5 dias de fermentacién
y 0.5 g/L de levadura, arrojo los mayores rendimientos individuales para ambas

materias primas, con 2.5 mL de etanol para el rastrojo de maiz 'y 5.74 mL para
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el bagazo de cafa, indicando una potencial superioridad del bagazo bajo estas

condiciones especificas.

Al analizar los efectos principales de cada factor para ambas materias primas
(analisis realizado en respuestas anteriores), se identificaron las condiciones
optimas de fermentacion. Para el rastrojo de maiz, las condiciones que
mostraron el mayor promedio de produccién de etanol fueron una
concentracion de acido sulfurico del 1%, un tiempo de fermentacion de 5 dias
y una concentracion de levadura de 2 g/L. En contraste, para el bagazo de
cafna, las condiciones 6ptimas identificadas fueron una concentracién de acido
sulfarico del 3%, un tiempo de fermentacion de 5 dias y una concentracion de
levadura de 2 g/L. Esta comparacion revela que, aunque el tiempo de
fermentacion 6ptimo parece ser el mismo para ambas materias primas (5 dias),
la concentracion de acido sulfurico requerida para la hidrélisis y la
concentracion de levadura que favorece la fermentacion difieren entre el

rastrojo de maiz y el bagazo de caia.

La diferencia en la concentracion 6ptima de acido sulfurico para la hidrolisis
podria atribuirse a las variaciones en la composicion estructural de las paredes
celulares del rastrojo de maiz y el bagazo de cafa. Como se analizd
previamente, el bagazo de cafia presenta un mayor contenido de celulosa y
hemicelulosa en comparacion con el rastrojo de maiz, lo que podria requerir
una mayor intensidad en el pretratamiento acido para liberar eficientemente los
azucares fermentables. Esta liberacion mas efectiva de azucares en el
hidrolizado de bagazo de cafia podria explicar los mayores rendimientos de
etanol observados en general para esta materia prima en comparacién con el

rastrojo de maiz bajo las mismas condiciones de fermentacion.

La concentracién 6ptima de levadura también mostré diferencias sutiles,
aunque en el analisis por promedios ambos mostraron el nivel de 2 g/L como
favorable. Sin embargo, al observar la corrida con el mayor rendimiento
individual para el rastrojo de maiz (corrida 8), se utilizé una concentracion de
levadura de 0.5 g/L. Esto podria indicar una interaccién compleja entre la
concentracion de levadura y otros factores, o simplemente una variabilidad

experimental. En general, la mayor produccion de etanol obtenida del bagazo
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de cafa sugiere que esta biomasa podria ser una materia prima mas eficiente
para la produccion de bioetanol bajo las condiciones experimentales evaluadas

en este disefio Taguchi.

6.4 Analisis Estadistico

Al realizar el analisis del modelo Taguchi propuesto por el software Minitab,
se obtuvieron los siguientes datos para cada una de las materias primas:

e Bagazo:

Tabla 11: Respuesta para relaciones Senal/Ruido (Bagazo de cafia)

Concentracion Concentracion Tiempo de
Level de H2S04 de levadura fermentacion
1 -10.458 -6.176 -40.000
2 -6.936 -9.790 11.788
3 -6.117 -7.545 4.701
Delta 4.340 3.614 51.788
Rank 2 3 1

Nota: Generado en Minitab Statistical Software

Usando la funcién “Larger is better”, en esta tabla se analiza la relacion S/N de
cada factor, el delta o la diferencia entre el valor de S/N mas alto y el mas bajo
asi también como el orden de importancia de los factores segun la magnitud
del delta.

El factor mas importante e influyente es el tiempo de fermentacion y el nivel
que tiene un valor de S/N mas alto es el 2 es decir los 5 dias de fermentacion

es el nivel éptimo, en este caso, que maximizo la variable respuesta.

El segundo factor mas importante es la concentracion de H2SOa4 y el nivel con
S/N mas alto es el 3, es decir 3% de concentracion de acido fue lo éptimo para

maximizar la variable respuesta.
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El factor menos importante en este experimento fue la concentracion de
levadura, el nivel mas éptimo de este factor fue el 1 es decir 0.5 de gr/L de

levadura fue lo éptimo para este factor.

Figura 9: Grafica de efectos principales para relaciones Sefal-Ruido (Bagazo
de cana)

Main Effects Plot for SN ratios
Data Means

Concentracion de H 2 [so] 4 Concentracion de levadura Tiempo de fermentacién

101 '//. Tt

-20

Mean of SN ratios

-30-

-40-

1 2 3 0.5 1.0 20 1 5 10
Signal-to-naise: Larger is better

Nota: Generado en Minitab Statistical Software

Tabla 12: Tabla de respuesta para medias (Bagazo de cafa)

Concentracién Concentracién Tiempo de
Level de H2S04 de levadura fermentacion
1 1.12000 2.52667 0.01000
2 2.35667 1.23667 4.27667
3 2.56333 2.27667 1.75333
Delta 1.44333 1.29000 4.26667
Rank 2 3 1

Nota: Generado en Minitab Statistical Software
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La tabla de respuesta para medias nos indica los valores promedio de la
variable para cada nivel, estos resultados corroboran los anteriores de la tabla
de S/N, sin duda la variable critica es el tiempo de fermentacion seguido de la
concentracion de acido y por ultimo la concentracion de levadura, la corrida
con las condiciones ¢6ptimas fue la de 5 dias de fermentacion con 3% de

concentracion de acido y 0.5 g/L de levadura.

Figura 10: Grafica de Medias (Bagazo de cafia)

Main Effects Plot for Means

Data Means
Concentracion de H 2 [SO] 4| Concentracion de levadura Tiempo de fermentacién
4
w 3_
c
L+
]
=
-
o
c 21
[
]
=
1
0
1 2 3 0.5 1.0 2.0 1 5 10

Nota: Generado en Minitab Statistical Software
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Figura 11: Grafica de probabilidad Normal

Normal Probability Plot

(response is SN ratios)
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Nota: Generado en Minitab Statistical Software

El grafico de probabilidad normal de los residuos para la relaciéon S/N muestra
la distribucién de los residuos estandarizados en comparacién con una
distribucion normal teédrica, se puede observar que los residuos siguen una
distribucion normal ya que caen cerca de la linea y no hay valores atipicos

importantes que se desvien de la linea roja, esto respalda la validez al modelo.
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¢ Rastrojo:

Tabla 13: Tabla de respuesta para relaciones Sefial/Ruido (Rastrojo de maiz)

Concentracién Concentracién Tiempo de
Level de H2S04 de levadura fermentacion
1 -10.523 -10.224 -40.000
2 -12.136 -11.697 6.685
3 -10.468 -10.247 -2.012
Delta 2.145 3.137 46.685
Rank 2 3 1

Nota: Generado en Minitab Statistical Software

Esta tabla se analiza la relacion S/N de cada factor, el delta o la diferencia entre
el valor de S/N mas alto y el mas bajo asi también como el orden de importancia

de los factores segun la magnitud del delta.

El factor mas importante e influyente es el tiempo de fermentacion y el nivel
que tiene un valor de S/N mas alto es el 2 es decir los 5 dias de fermentacién

es el nivel 6ptimo, en este caso, que maximizo la variable respuesta.

El segundo factor mas importante es la concentracion de H2SOa4 y el nivel con
S/N mas alto es el 3, es decir 3% de concentracién de H2SO4 fue lo 6ptimo

para maximizar la variable respuesta.

El factor menos importante en este experimento fue la concentracién de

levadura, el nivel mas éptimo de este factor fue el 1 es decir 0.5 gr/L
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Figura 12: Grafica de efectos principales para relaciones Sefial-Ruido

(Rastrojo de maiz)

Main Effects Plot for SN ratios

Data Means

Concentraciénde H 2 [SO] 4| Concentracién de levadura

Tiempo de fermentacién

10+ //. .\'//.

-20+

Mean of SN ratios

-301

1 2 3 0.5 1.0 2.0

Signal-to-noise: Larger [s better

Nota: Generado en Minitab Statistical Software

Tabla 14: Tabla de respuesta para Medias (Rastrojo de maiz)

Level
Concentracién Concentracion Tiempo de
de H2SOq4 de levadura fermentacion
1 1.13667 0.80667 0.01000
2 0.90000 1.00333 2.17000
3 0.98333 1.21000 0.84000
Delta 0.23667 0.40333 2.16000
Rank 3 2 1

Nota: Generado en Minitab Statistical Software

-53-



La tabla de respuesta para medias nos indica los valores promedio de la
variable para cada nivel, estos resultados corroboran los anteriores de la tabla
de S/N, la variable critica es el tiempo de fermentacion seguido de la
concentracion de levadura y por ultimo la concentracion de acido, la corrida

con las condiciones optimas fue la de 5 dias de fermentacion, 2g/L de levadura

Figura 13. Grafica de Medias (Rastrojo de maiz)

Main Effects Plot for Means
Data Means

Concentracién de H 2 [SO] 4 Concentracién de levadura Tiempo de fermentacién

Mean of Means

Nota: Generado en Minitab Statistical Software
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Figura 14: Grafica de probabilidad Normal

Normal Probability Plot
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Nota: Generado en Minitab Statistical Software

El grafico de probabilidad normal de los residuos para la relacion S/N muestra
la distribucién de los residuos estandarizados en comparacion con una
distribucion normal tedrica, se puede observar que los residuos siguen una
distribucion normal ya que caen cerca de la linea y no hay valores atipicos
importantes que se desvien de la linea roja, esto respalda la validez al
modelo.
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VIl. Conclusiones

De acuerdo con los resultados que se obtuvieron se llegoé a las siguientes

conclusiones:

La caracterizacion de ambas materias primas revel6 las siguientes
composiciones: en el rastrojo de maiz una media de 35.12% de
celulosa, 21.03% de hemicelulosa, 15.55% de lignina y 5.14% de
cenizas totales, y en el bagazo de cafna una media de 46.65 de celulosa,
25.07% de hemicelulosa, 11.51% de lignina 'y 3.22% de cenizas totales.
El analisis de los resultados del disefio experimental Taguchi indica que
las condiciones 6ptimas de hidrdlisis y fermentacién para la obtencion
de etanol fueron las siguientes para ambas materias primas: 3% de
concentracion de acido sulfurico en la hidrolisis, un tiempo de
fermentacion de 5 dias y una concentracion de 2g/L de levadura.

El analisis comparativo de la produccion de etanol a partir de rastrojo de
maiz y bagazo de cafa demuestran que a las mismas condiciones el
bagazo de cafia presenta un mayor potencial para la produccion de
etanol, obteniendo 5.74 ml de etanol en comparacién con los 2.5 ml que

se obtuvieron con el rastrojo de maiz.

-56 -



VIlIl. Recomendaciones

Se recomienda la investigacion de pretratamientos alternativos o
combinados puesto que en el pretratamiento se descompone la
estructura compleja de la lignocelulosa, permitiendo que las enzimas
accedan mas facilmente a la celulosa y la hemicelulosa, por lo tanto,

facilita la hidrolisis y aumenta el rendimiento de azucares fermentables.

Se recomienda la investigacion de la integracion de otros tipos de
material lignocelulésicos disponibles en la region debido a que la
evaluacion de estas materias primas permitiria diversificar las fuentes
de biomasa para la produccion de bioetanol, reduciendo la dependencia
de materias primas especificas y aprovechando recursos disponibles en

diferentes contextos geograficos.
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Anexos
Anexo 1. Determinacion de porcentaje de humedad

El contenido de humedad en una muestra es la cantidad de agua en un material
solido expresada por un porcentaje de su peso total ya sea base humeda o
base seca. Se siguié el método TAPPI T 550

Muestra: se realizaron 3 corridas por materia prima, pesando cadauna 5 g
Materiales:

Capsula de porcelana

Horno

Balanza analitica
Deshumidificador Sartorious 150C

R

Procedimiento:

1. Pesar 5g de cada materia prima (bagazo y rastrojo) y colocarlas en
capsulas de porcelana

2. Calentar en el horno a 105° por 30 min

3. Dejar enfriar en un desecador hasta temperatura ambiente y volver a
pesar

4. Volver a meter al horno y repetir el procedimiento hasta que el peso no
varie mas de 0.1%.

Calculos:

Se calculo la humedad de cada materia prima como el porcentaje perdido del
peso original. La humedad sera el promedio de los valores para ambos

especimenes
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] Pi — Pf
Porcentaje de humedad = TR 100

Ecuacion 7.1

Pi: Peso inicial

Pf: Peso final

Asi también, se realizé medicion de humedad en el deshumidificador marca

Sartorious 150C el cual calcula automaticamente el porcentaje, cada medicion

se realizé con el mismo peso de 5 g.

Anexo 2. Determinacion de porcentaje de ceniza

La determinacidn de cenizas se basa en la incineracidon de la materia organica

a alta temperatura, dejando como residuo unicamente los compuestos

minerales (materia inorganica). El resultado se expresa como porcentaje

respecto al peso seco de la muestra.

Materiales:

Mufla

Crisoles de porcelana
Balanza analitica
Desecador

Pinzas metalicas

Espatulas

Procedimiento:

1.

Pesar dos porciones de 5g de cada tipo de muestra (bagazo y rastrojo),
utilizando la balanza analitica.

Colocar cada muestra en un crisol limpio y seco para luego introducir
los crisoles en la mufla.

Programar la mufla para elevar la temperatura gradualmente de 100 °C
hasta 525 °C. Luego mantener la temperatura de 525 °C durante 4 horas

o hasta que toda la materia organica se haya incinerado.
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4. Posteriormente, retirar los crisoles con pinzas y colocarlos en un
desecador hasta que estén a temperatura ambiente.
5. Pesar los crisoles con las cenizas. Repetir el proceso de calentamiento

y enfriamiento si es necesario, hasta obtener peso constante.
Célculos:

Utilizar la siguiente formula para determinar el porcentaje de cenizas:

AxlOO)

% de cenizas = ( B

A: Peso de la ceniza

B: Peso de la muestra seca

Anexo 3. Determinacion de solubles en agua, celulosa, hemicelulosa,

lignina y ceniza.

La determinacion de solubles en agua, celulosa, hemicelulosa, lignina y ceniza

se realizd segun el método de Chesson-Datta para las dos materias primas.
Materiales:
Sistema de reflujo

Plancha de calentamiento
Condensador de reflujo de Dimroth

Matraz de fondo redondo

B bh =

Mangueras de goma
Sistema de filtrado

Kitasato
Bomba de vacio

Embudo Buchner

B wbh =

Papel filtro
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Horno de secado
Mufla

Balanza analitica

© N o O

Capsula de porcelana
Reactivos

1. Agua destilada
2. Acido sulfurico 72%
3. Acido sulftrrico 1N

Muestra: se realizaron 3 corridas por materia prima,6 en total, pesando cada

una 1 gy estando libre de humedad
Procedimiento:

1. Se mezclo la muestra de 1g (a) con 150 ml de agua destilada en un
balon de 250 ml. Luego, se mont6 un sistema de reflujo con un bafo
térmico y se procedio a calentar la muestra en una malla hasta alcanzar
ebullicion, manteniendo esta condicion por 1 hora.

2. La muestra se filtré usando un Kitasato y una bomba de vacio. El sélido
residual se lavé con 300 ml de agua destilada caliente.

3. El sdlido residual fue secado en un horno hasta alcanzar un peso
constante, el cual se registr6 como peso (b).

4. El residuo se mezclé con 150 ml de 1N H2SO4 y se calentd hasta
ebullicién en el sistema de reflujo durante 1 hora.

5. La mezcla se filtré y lavdé con 300 ml de agua destilada caliente,
posteriormente se secd la parte solida hasta alcanzar un peso
constante. Este se registré como peso (c).

6. El residuo seco se traté con 10 ml de H2SO4 al 72% a temperatura
ambiente durante 4 horas. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 150
ml de H2SO4 1N y se calentd6 la mezcla a reflujo durante 1 hora

7. La parte solida se lavé con 400 ml de agua destilada caliente, se filtré y
se seco en el horno hasta peso constante. Este fue registrado como

peso (d)
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8. Finalmente, el residuo se calentd en una mufla hasta convertirlo en

ceniza. El peso fue registrado como peso (e).

Tabla 15: Resultados de las variables de la ecuaciéon del método Chesson-
Datta (Rastrojo de maiz)

Rastrojo
a b c d e
R1 1 0.92 0.71 0.29 0.07
R2 1 0.97 0.62 0.26 0.03
R3 1 0.96 0.57 0.24 0.01

Tabla 16: Resultados de las variables de la ecuacion del método Chesson-
Datta (Bagazo de cafa)

Bagazo
a b c d e
M1 1 0.93 0.61 0.36 0.06
M2 1 0.81 0.54 0.3 0.03
M3 1 0.94 0.58 0.24 0.04
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Anexo 4. Método Fehling para determinacion de azucares reductores

Para la cuantificacion de azucares reductores, se realiz6 una prueba con el
meétodo de Fehling, hay que entender que este es un método cualitativo ya que
solo indica si en la muestra hay presencia de azucares reductores por medio

de una tincion.
Materiales:

Malla
Mechero Buncen
Beakers

Probeta graduada

A

Tubos de ensayo
Reactivos:

Sulfato de cobre
Tartrato de sodio y potasio

Agua destilada

W bh =

Hidroxido de sodio

Muestra:

Preparacién de la solucion de Fehling A

Solucién al 3% de sulfato cuprico cristalizado.

1. Pesar 15g de CuSO4

2. Disuelva en agua destilada

3. Afore a 500 ml de agua destilada en un balén aforado.
Preparacion de la solucién de Fehling B.

Solucion al 15% de tartrato de sodio y potasio en solucion, se aforé a 100 ml.
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1. Prepara 500 ml de NaOH al 5% (pesar 33.3g de NaOH y aforar en un
balon de 500 ml)

2. Pesar 759 de tartrato de sodio y potasio
3. Se disolvioé en agua
Procedimiento:

1. Se mezclo en relacion 1:1 la solucion Ay B en un balén de 1000 mi

2. Posteriormente se pasaron a unos tubos de ensayo donde se llenaron
hasta la mitad

3. Se agrego6 2g de cada muestra en los tubos de ensayo

4. Se calent6 a bafio maria por 2 min hasta que se notd un precipitado de

color rojizo
Anexo 5. Pretratamiento

El pretratamiento fisico que se les realiz6 a las muestras fue con agua
hirviendo, se separaron en 6 beakers, 3 beakers con rastrojo y 3 con bagazo,
cada uno con 15 gramos, asi mismo todas se separaron por la concentracion
de acido que posteriormente se les agregaria y se dejaron en remojo por 30

minutos en agua caliente.

Anexo 6. Hidrolisis acida

Preparacion de solucion de acido sulfurico
Materiales:

1. Beaker de 500ml
2. Matraz de 1000ml
3. Pipetas

Reactivos:

e Acido sulftrico

e Agua destilada
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Procedimiento:

e Solucion de 1%: se agregaron 10 ml de acido sulfurico en un matraz de
1000 ml y se aforo con agua destilada.

e Solucion de 2%: se agregaron 20 ml de acido sulfurico en un matraz de
1000 ml y se aforo con agua destilada.

e Solucion de 3%: se agregaron 30 ml de acido sulfurico en un matraz de

1000 ml y se aforo con agua destilada

Se prepararon 2 soluciones por concentracion para luego ser agregadas a los
beaker anteriormente rellenados con bagazo y rastrojo pretratados para ser

llevados a la autoclave a 120°C por 3 horas.

Anexo 7. Fermentaciéon
Materiales:

e Levadura
Procedimiento:

Al salir de la autoclave se tuvo que nivelar el pH de las soluciones a 5 ya que
la fermentacion se favorece en condiciones ligeramente acidas, para realizar
esto se estabilizaron las muestras con una base, en este caso, hidroxido de
sodio 1N. Para preparar el inoculo se utilizaron 3 concentraciones de levadura
(0.5 g/L, 1g/L y 2g/L) previamente activadas con el fin de evaluar su efecto en

la produccién de etanol en ambas materias primas.

Posteriormente, se evaluaron 3 tiempos de fermentacion: 1, 5 y 10 dias.
Manteniendo las condiciones anaerdbicas en recipientes sellados y
acondicionados con trampas de aire. En este proceso la levadura metaboliza

los azucares transformandolos en etanol y COo..

Al finalizar el tiempo de la fermentacion, el etanol fue separado del medio
fermentado mediante destilacion utilizado un rotavapor con la temperatura a
78 °C.
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Anexo 8. Analisis Estadistico

e Bagazo de cana:

Tabla 17: Coeficientes del modelo para relacion Sefal-Ruido (Bagazo de
cana)

Term Coef SE Coef T P
Constant -7.8370 0.6325 -12.390 0.006
Concentr 1 -2.6206 0.8945 -2.930 0.099
Concentr 2 0.9011 0.8945 1.007 0.420
Concentr 0.5 1.6607 0.8945 1.857 0.205
Concentr 1.0 -1.9532 0.8945 -2.183 0.161
Tiempo d 1 -32.1630 0.8945 -35.956 0.001
Tiempo d 5 19.6249 0.8945 21.939 0.002

Nota: Generado en Minitab Statistical Software

En el analisis estadistico de Taguchi “P” indica que tan probable los resultados
que se ven sean al azar, un valor menor a 0.05 indicaria entonces que hay
evidencia estadistica que ese factor tenga un efecto significativo en la variable
respuesta, en este caso el factor que tiene mas influencia en la variable
respuesta es el tiempo de 1-5 dias, la concentracion de 1% de H2SO4 también

se deberia de considerar, aunque sea marginalmente significativo.

Tabla 18: Ajuste del modelo (Bagazo de cafia)

S R-Sq R-Sq(adj)

1.8976  99.85% 99.40%

Nota: Generado en Minitab Statistical Software
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Los valores de R-Sq y R-Sq(adj) son muy altos y cercanos a 100% lo que
significa que el modelo se ajusta bien a los datos, los factores, en especial el
tiempo de fermentacion, son buenos para predecir la variable respuesta y que

el modelo explica el 99.40% de la variacién de los factores y el etanol obtenido.
e Rastrojo de maiz:

Tabla 19: Coeficientes del modelo para relacion Senal-Ruido (Rastrojo de

maiz)

Term Coef SE Coef T P
Constant 1.00667 0.04993 20.163 0.002
Concentr 1 0.13000 0.07061 1.841 0.207
Concentr 2 -0.10667 0.07061 -1.511 0.270
Concentr 0.5 -0.20000 0.07061 -2.833 0.105
Concentr 1.0 -0.00333 0.07061 -0.047 0.967
Tiempo d 1 -0.99667 0.07061 -14.116 0.005
Tiempo d 5 1.16333 0.07061 16.476 0.004

Nota: Generado en Minitab Statistical Software

En el analisis estadistico de Taguchi “P” indica que tan probable los resultados
que se ven sean al azar, un valor menor a 0.05 indicaria entonces que hay
evidencia estadistica que ese factor tenga un efecto significativo en la variable
respuesta, en este caso al igual que con el analisis del bagazo el factor mas
importante con respecto a la variable respuesta es el tiempo de fermentacion,
siendo los 5 dias de fermentacion los mas Optimos, asimismo las
concentraciones de acido y levadura no son efectos estadisticamente

significativos.
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Tabla 20: Ajuste del modelo (Rastrojo de maiz)

S R-Sq R-Sq(adj)

0.1498 99.40% 97.61%

Nota: Generado en Minitab Statistical Software

Los valores de R-Sq y R-Sq(adj) son muy altos y cercanos a 100% lo que
significa que el modelo se ajusta bien a los datos, los factores, en especial el
tiempo de fermentacion, son buenos para predecir la variable respuesta y que
el modelo explica el 97.61% de la variacién de los factores y el etanol obtenido.
El valor de S, desviacion estandar del error, es relativamente bajo lo que
sugiere que los puntos de datos estan bastante cerca de la linea de regresién

ajustada.
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Anexo 9. Evidencias de la fase experimental

e Determinacion de humedad
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Determinacion de cenizas

Solubles en agua
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e Cuantificacion de azucares por método de Hermann von Fehling
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e Hidrdlisis acida




e Neutralizacion de pH posterior a la hidrolisis acida
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e Fermentacion
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e Sistema de destilacién en rotavapor
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Obtencion de etanol posterior a la destilaciéon
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