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RESUMEN

Palabras Claves: coronta, hidrolisis, azucares reductores, fermentacion,
bioetanol.

El presente trabajo tuvo como objetivo obtener bioetanol a partir de la coronta del
maiz variedad HS-5, ésta fue recolectada en la finca Montiel, municipio de El Jicaro,
departamento de Nueva Segovia, posteriormente se caracterizO mediante analisis
fisicoquimico, siguiendo los procedimientos de la norma TAPPI. La coronta presenta
en su composicion 0.2020 % de humedad, 0.1140 % de cenizas, 0.3627 % de
extractivos totales, 36.7052 % de celulosa, 19.7272 % de lignina y 43.5676 % de

hemicelulosa respectivamente.

La implementacién del disefio experimental Taguchi con arreglo ortogonal L8,
permitié la combinacion y optimizacion de las variables en los procesos de hidrolisis y
fermentacién, teniendo como resultado: 20 gramos de celulosa, 7% concentracion de
acido sulfarico, 1.5 horas y 100 °C para el tiempo y temperatura en la hidrélisis. El
efecto sobre la variable repuesta fue 38 % de azUcares reductores totales cuantificados

mediante el método espectrofotométrico DNS.

Asi mismo, en la etapa de fermentacion se optimizaron las variables masa de
levadura 12% y tiempo de fermentacion 8 dias, generando el producto final Bioetanol
gue se identific6 mediante analisis Cromatografico, las variables repuestas fueron de

24 % de conversiéon y 30 % de rendimiento para el proceso general.
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ABSTRACT

Keywords: cob, hydrolysis, reducers sugars, fermentation, ethanol

The goal of This reseach was to obtain bioethanol from the cob corn type HS-5.
This type of cob corn was collected on Montiel farm which is located in El Jicaro
municipality Nueva Segovia deparment. Then, it was characterized through a
physicochemical taking into account the procedure of TAPPI. Each cob corn contains
0.2020% of moisture, 0.1140 % of ash, 0.3627 % of extracts, 36.7052 % of cellulose,
19. 7272 % % and 43.5676 % of lignin and respectively hemicellulose.

The implement of the experimental design in accordance with L8 orthogonal
Taguchi allowed the combination and optimization of the variables in the hydrolysis and
fermentation process; getting as a result 20 grams of cob corn, 7 % sulfuric acid
concentration, 1.5 hours and 100 °C for time and temperature hydrolysis. The effect on
response variable was 38 % of the total reducing sugars quantified through the

spectrophotometric DNS method.

Similary, in the fermentation stage the variables were optimzad yeast dough 12
% and fermentation time 8 days. As a result, it was obtained the final product bioethanol
which was identified through the chromatographic analysis; the variables responses

were 24 % of conversion and 30 % of yield overall process.
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1.1 INTRODUCCION

La dependencia y uso irracional de los combustibles fosiles, se han convertido
en temas de preocupacion a nivel mundial, dado que estos son recursos no renovables
tendientes a agotarse, ademas los precios de las tecnologias de extraccidén son altos,
de igual forma los precios son volatiles en el mercado internacional y la contaminacion

ambiental provocada por los gases de efecto invernadero es indiscriminada.

Ante tal situacion, la comunidad cientifica busca alternativas para solucionar esta
problematica, mediante el uso de materias primas agroindustriales para la produccién
de biocombustibles. Cabe mencionar que Nicaragua, caracterizado por ser un pais
agroindustrial genera toneladas de diversos residuos sin valor agregado. Tal es el caso
de la coronta (olote) de maiz que se ha utilizado Unicamente como combustible

artesanal.

Por lo tanto, en esta investigacion se presenta la alternativa de obtener bioetanol
a partir de la coronta de maiz variedad HS-5, mediante el método de hidrdlisis acida,
fermentacién separada, que consiste en el uso de &cido sulfdrico para la destruccion
del material lignocelulésico. El procedimiento a seguir desde la primera etapa es el
siguiente: seleccidn y recepcidén de materia prima, lavado, secado, pesado, reduccién
del tamafio, tamizado, hidrolisis é&cida, neutralizacion, filtracion, fermentacion,

desgasificacion, destilacion y almacenamiento.

Mediante el disefio de experimento Taguchi, se controlaron las condiciones
optimas de las variables operacionales en dicho proceso, siendo estas: masa de
coronta 20 g, concentracion de H2SOa4 7 %, temperatura 100 °C, tiempo de hidrélisis
1.5 h, masa de levadura 12 % y tiempo de fermentacion 8 dias, teniendo como variable
repuesta 24 % de Conversion, con lo que se producirian 5, 783, 834.59 barriles anuales
de bioetanol, capaz de cubrir la demanda energética anual de Nicaragua en 53%,
favoreciendo la economia nacional con mejoras en las divisas e incremento en el

producto interno bruto.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

= Obtener Bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el
método de hidrolisis acida diluida - fermentacion separada, laboratorios de
Quimica UNAN-Managua, I-Il semestre 2015.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar la coronta del maiz variedad HS-5 mediante andlisis fisico-quimico
de humedad, cenizas, extractivos totales, pH, porcentaje de celulosa, lignina y

hemicelulosa, para la obtencion de bioetanol.

2. Determinar las condiciones Optimas de las variables operacionales, masa de
coronta, concentracion de &cido Sulfarico, temperatura, tiempo de hidrélisis,
cantidad de levadura saccharomyces cerevisiae y tiempo de fermentacién, en el
proceso de hidrélisis acida diluida - fermentacion separada para la obtencion de

bioetanol.

3. Identificar el etanol obtenido en el proceso de fermentacion mediante el analisis
cromatografia de gases.

4. Calcular el porcentaje de conversion y rendimiento del bioetanol obtenido a partir

de la coronta del maiz variedad HS-5.
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1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, Nicaragua presenta serios problemas econdémicos, en relacion
a los precios transitorios de los combustibles fosiles, causados por el desajuste entre
la oferta y la demanda, especulacion financiera y condiciones geopoliticas y militares
de los paises productores del petréleo, dado que estos tienen el dominio de los
precios. Por lo tanto los paises dependientes, deben regirse de acuerdo al mercado

internacional con el fin de solventar sus necesidades.

Cabe sefialar que el petréleo es un recurso no renovable, tendente a agotarse
por el incremento de la demanda de los paises industrializados y nuevas economias
emergentes, lo que conlleva a polémicas financieras y volatilidad en los precios del
crudo y sus derivados. Ademas el uso irracional de los combustibles fésiles causa
dafos en la salud y al medio ambiente, por las emisiones de gases de combustion,
qgue contribuyen al efecto invernadero, lluvia acida, dafios en la capa de ozono y al

aumento del calentamiento global.

Hoy dia la comunidad cientifica trabaja en la sustitucion parcial del petréleo y
sus derivados. Tal es el caso del bioetanol obtenido a partir de materias primas con
alto porcentaje de celulosa y azicares como los residuos agroindustriales del maiz,

cafia de azucar, paja de trigo, entre otros.

En relaciébn con el sector agricola, Nicaragua se ha visto afectada por la
generacion de cantidades de biomasa sin valor agregado. Tal es el caso del olote de
maiz que se estima aproximadamente en 3, 207,050 toneladas producidas anualmente
(MAGFOR, Censo Agricola 2014/2015, 2015), por lo tanto es importante considerar la
transformaciéon de ésta en bioetanol como alternativa para la generacién de

combustibles sustituto de la gasolina usado en un porcentaje 90/10, 90/5.
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1.4 JUSTIFICACION

Basados en la idea de sustituir combustibles fosiles como fuente de energia
“verde”, surge la utilizacibn de nuevas materias primas tales como los residuos
agroindustriales, que no compitan con la seguridad alimentaria, para la transformacion
en combustible como, el bioetanol, surgiendo como base energética de la
bioeconomia, el cual brinda parcialmente independencia en la produccion de energia,
lo cual no ocurre con el petréleo, materia prima no disponible en la mayoria de los

paises del mundo.

Por otro lado, el uso de los residuos del maiz como el olote (coronta), le dara
valor agregado a esta materia prima que durante afios no ha sido utilizada, mas que
para combustible en los hogares, donde la generacion de utilidades es minima en
comparacion con la alternativa de producir bioetanol, ademas contribuye a disminuir la

contaminacion ambiental generada por la combustion de estos.

En lo que se refiere a la seleccion de la coronta variedad HS-5 como parte de los
residuos del maiz que se generan en el ciclo agricola, se ha considerado la opinion de
productores, con respecto a la utilidad de los residuos, tales como el aprovechamiento
de la tuza, en alternativa para alimentar el hato ganadero y la elaboracion de
artesanias, asi mismo la cafia distribuida en la parcela, se transforma en abono
organico. Con respecto a la variedad es una de las que ha tenido mayor auge

agronomico en los ultimos afios por los altos rendimientos.

El desarrollo de esta investigacion es necesario e importante, porque dara valor
agregado a una materia prima residual utilizandola para la obtencién de
biocombustible amigable con el medio ambiente. Este proceso tecnolégico requiere de
equipos de menor costo en comparacion con los utilizados en la explotacion petrolera.
La produccién de bioetanol mejorara el nivel econémico del pais generando empleos
y ahorrando divisas que pueden destinarse a diversos proyectos econdémicos y

sociales.
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1.5 ANTECEDENTES

Los estudios cientificos realizados a los residuos agroindustriales del maiz (Zea
Mays L) para la obtencién de bioetanol estan limitados, las investigaciones se han
centrado al andlisis de otras biomasas como cascaras de frutas, paja de trigo, bagazo
de cafia, aserrin, entre otros. Es importante mencionar, que algunos paises
industrializados como Estados Unidos, Brasil y la India han iniciado operaciones en
industrias dedicadas a la produccion de bioetanol obtenido a partir del grano de maiz,

pero sin considerar la seguridad alimentaria.

En el 2010 el grupo de investigadores: Clarense S. Yah, Sunny E. lyuke,
Enmanuel I. Unuabonah, de la universidad de Witwatersrand Sudéfrica, escuela de
ingenieria quimica y metalurgia trabajaron en “Optimizacién de Temperatura para
la produccion de Bioetanol de olote de maiz usando levaduras mixtas”. Los
resultados obtenidos sefialaron que la temperatura y tiempo Optimo para la
fermentacion de azlcares fue aproximadamente de 25 °C y 50 h, y con la combinacion
de (S. Cerevisiae y P. Stipitis) se obtuvo 1 mL de Bioetanol por 11.9 mg de masa
alimentada (Yah, Sunny, & Unuabonah, 2010).

Tres afios mas tarde, Bellido Diez Carolina, trabajé en la universidad de
Valladolid Espafia, escuela Ingenieria Industrial, en la tesis doctoral titulada
“Obtencion de bioetanol 2G a partir de hidrolizados de paja de trigo;
fermentacién de los penta y hexa carbohidratos con pichia stipitis”. Encontr6é a
partir de la paja de trigo, segun la secuencia pretratamiento (explosion de
vapor/ozondlisis), sacarificacion y fermentacion separadas (SHF) rendimientos en
etanol sobre el tedrico de 86,9% y 79,7 % y productividades de etanol en 120 horas de

0,11 g/L-h y 0,10 g/L-h para el material explotado y ozonizado (Bellido, 2013).

En 2013 los investigadores: Jhon Alexander Cérdoba, Eduardo Salcedo, Ramon
Rodriguez y Ezequiel Delgado, de la universidad de Guadalajara-México, estudiaron

“Caracterizacion y valoracion quimica del olote”. Siguiendo las siguientes normas
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de la Technical Assosiation of the pulp and paper Industry (TAPPI) encontraron: 2.0 %
de Cenizas (TAPPI 211, 1993), 15.8 % de lignina klason (TAPPI 222, 1998), 45 % de
hemicelulosas (Timell, 1961) y 50 % de a-Celulosa (TAPPI 9m, 1954) (Cérdoba,
Salcedo, Rodriguez , & Delgado, 2013).

En el mismo estudio, también se determiné el contenido de carbohidratos a partir
de hidrolizados hidrotérmicos de hemicelulosa mediante cromatografia HPLC, con una
columna Aminex HPX-87P, 300 mm x 7.8 mm. En el proceso hidrolitico se trataron
muestras de 0.5 g de olote a 160, 230 y 300°C en tiempos de 30, 45 y 60 min. Los
resultados de las lecturas fueron: glucosa (41%), xilosa (35%) y en menor proporcion

arabinosa (Cérdoba, Salcedo, Rodriguez , & Delgado, 2013).

En el mismo afo, los investigadores Juliana da Silva, Rubens Chaves y Vanessa
Cunha, de la Universidad Federal de Vigosa Minas Gerais Brasil, trabajaron en:
“Extraccion, Adicion y Caracterizacién de hemicelulosas de mazorcas de maiz
para desarrollo de las propiedades de los papeles”. La composicion de
carbohidratos de coronta se estableci6 mediante cromatografia de intercambio
anioénico de alta resolucion, después de hidrélisis con H2SO4 al 3% en autoclave
(100 ° C, 3 h). Se encontr6 Glucosa 47.1 %, Xilosa 28 %, Arabinosa 5.4 %, Galactosa
2.2 %y Manosa 0.2 % (Da Silva, Chaves , & Cunha, 2013).

En Nicaragua los registros de investigaciones que sefialan la temética en la
obtencion de bioetanol estan limitados, excepto la empresa Nicaragua Sugar Estates
Limited (NSEL) del ingenio San Antonio, que se dedica a la produccion y exportacion
de bioetanol a partir de jugo de cafia de azUcar y melaza, desde 2006, actualmente

cuenta con capacidad instalada de produccion de 340,000 Litros al dia (Pellas, 2014).
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2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 Origen

La historia del maiz se pierde en el tiempo, desde cuando se ha cultivado y cual
es su origen, son temas sujetos a especulacion, lo que confirman los investigadores
es que la planta de maiz es conocida desde tiempos antiguos y es originaria de
América de donde se considera nativa, algunas referencias que evidencian la
antigiiedad de la planta se sustentan en descubrimientos arqueolégicos encontrados
en México, como el descubrimiento de mazorcas de maiz de dos centimetros de
longitud a la que se le atribuye antigiedad de 5 mil afios y polen fosilizado con una
edad de 80 mil afios (Beadle, 2000).

Se han mencionado dos lugares como posible origen del maiz, estos son: a) Los
valles altos del Peru, Ecuador y Bolivia, b) La region Sur de México y América Central,
segun (Valvoliv & Spender , 2000) sefialan como centro primario las areas de México
y Centro América y como secundario Brasil, Peru y Bolivia. Contrario a esto (Reaves,
2001) considera que los centros primarios estan en Sur América y los secundarios en

México y Centro América.

En el marco regional, no se encontraron datos que muestren el origen del maiz
en Nicaragua, pero si se encontraron datos que hacen referencia al mejoramiento de
este cultivo, los cuales muestran que a partir de los afios cincuenta se comienza a
experimentar en el cultivo para su manejo agronémico por su importancia en la dieta

nacional (Alvarado, 2003).

Los datos que reporta el origen del maiz variedad HS-5 estan limitados, lo que
se sabe hasta ahora es que esta variedad es un hibrido cultivado por primera vez en
Guatemala y luego fue distribuido a los paises Centro Americanos destacandose por

tener altos rendimientos en la produccion (Quiroz, 2011).

Bra. Kiara Montiel, Bra. Leticia Romero 7




Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrélisis dacida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-II semestre 2015

2.2 Generalidades de la planta del maiz (Zea Mays, L)

El maiz (Zea Mays, L), es una planta monocotiledénea que pertenece a la familia
de las Poaceas (Gramineas), tribu Maydeas, a la subespecie Zea. En Nicaragua este
cultivo se siembra todo el afio, en cinco épocas; la primera (Mayo-Junio), postreron
(Julio),

(Noviembre-Diciembre) en la etapa postcosecha se obtienen residuos agroindustriales

postrera (Agosto-Septiembre), apante (Noviembre-Febrero) y riego
como el tallo, olote o coronta, hojas, pedunculo, eje de espiga y la bractea conocida
como tuza (INTA, 2015).

2.3 Produccién de maiz en ciclo agricola 2014/15

La mayoria de los paises a nivel mundial producen maiz, por ser un cultivo que
forma parte de la dieta alimentaria, pero hay que tener en cuenta que las producciones
anuales no son constantes por diversos factores como; el clima, plagas, enfermedades

entre otros.

2.3.1 Produccion mundial en el ciclo agricola 2014/15

A nivel mundial son cinco los paises que alcanzaron la mayor produccion de
maiz, en la cosecha 2014/15, a la vanguardia se encontré EE.UU que superé a China
con una diferencia significativa del 60 %. En la siguiente tabla se muestran los

principales paises productores del maiz a nivel mundial.

Tabla 2.1 Principales paises productores de maiz a nivel mundial en el ciclo agricola
2014/15

Principales productores (Miles de T.M)!
EE.UU China Brasil U. Europea Ucrania
1 2 3 4 5
361,091,000 215,500,000 75,000,000 74,160,000 28,450,000

Fuente: (Bonilla, 2015)

1 (T.M) Toneladas Métricas
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2.3.2 Produccion de Centroamérica en el ciclo agricola 2014/15

A nivel centroamericano, el Salvador obtuvo la mayor produccion de maiz en la
cosecha 2014/15, con una diferencia de 1% con relacién a Guatemala que obtuvo el
segundo lugar, en tanto Nicaragua, tuvo una produccion baja con una diferencia
notable de 13.5%, dato que se explica por la afectacion fenomeno del nifio el cual
provoco la sequia y la pérdida de miles de hectéareas, tal produccion se muestra en la
tabla 2.2 (FAO, 2015).

Tabla 2.2 Produccion de maiz en Centroamérica en el ciclo agricola 2014/15

Principales productores (quintales)
Salvador Guatemala Nicaragua Honduras Costa Rica
1 2 3 4 5
20,000,000 19,000,000 2,700,000 2,000,000 1,985,457

Fuente: (FAO, 2015)

2.3.3 Produccién de maiz en Nicaragua, ciclo agricola 2014/15

Segun, el censo que realiz6 el ministerio Agroforestal (MAGFOR) por cada region
del pais, en area de siembra de primera, se mostro que la region atlantica obtuvo los
mayores rendimientos de produccion, seguido por la region norte central, quedando

en ultimo lugar la region del pacifico, tal como se muestra en la tabla 2.3.

Tabla 2.3 Produccién de maiz en Nicaragua, ciclo agricola 2014/15

Regiones Area (mz) Produccion (qq)
Pacifico 12,954 745,615
Norte Central 22,330 958,485
Atlantico 20,941 995,900
Total del pais 916,225 2,700,000

Fuente: (MAGFOR, 2015)

Se observa en latabla 2.3 las variaciones en cuanto a la produccion de una regién

con otra. En Anexo 1 se presenta la aptitud de siembra por region y época del afio.
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2.4 Generalidades de la variedad de maiz HS-5

La variedad de maiz HS-5 es el hibrido con mayor auge agronémico actual en
Nicaragua, por los beneficios que ofrece al agricultor, por ejemplo, el rendimiento
marca la tendencia para la eleccion de esta semilla, asi también la resistencia a plagas
y enfermedades. En Anexo 2 se presenta comparacidon con otras variedades

nacionales.

2.4.1 Factores edafocliméaticos para el cultivo de maiz variedad HS-5

2.4.1.1 Adaptacién y suelo

Se siembra en latitudes que oscilan desde los 55° norte a los 40° sur y alturas
entre 0 y 1,800 metros sobre el nivel del mar. Es un cultivo intermediario de 110 a 115
dias para cosecharlo (INTA, 2015). El maiz HS-5 se adapta a una amplia variedad de
suelos donde puede producir buenas cosechas si se emplean técnicas de cultivo
apropiadas. En general, los suelos idéneos son los de textura media (francos), fértiles,
bien drenados, profundos y con elevada capacidad de retencion para el agua (Flores,
2012).

El maiz HS-5 crece bien en suelos con pH entre 5.5y 7.8 fuera de estos limites
suele aumentar o disminuir la disponibilidad de ciertos elementos y se produce
toxicidad o carencia. Cuando el pH es inferior a 5.5 a menudo hay problemas de
toxicidad por aluminio y manganeso, ademas carencia de fosforo y magnesio; con un
pH superior a 8 (o superior a 7 en suelos calcareos) tiende a presentarse carencia de
hierro, manganeso y zinc. Los sintomas en el campo de un pH inadecuado, en general

se asemejan a bajos rendimientos de la produccién (Flores, 2012).

2.4.1.2 Elagua

La demanda de agua para este cultivo es de 500 a 800 mm de lluvia, bien

distribuidos para un crecimiento normal. La reduccion del rendimiento de grano en los
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primeros 30 dias depende de diferentes variables, germinacion y humedad superficial
del suelo. Las etapas criticas del cultivo de maiz van de la floracion masculina a la
etapa de grano lechoso. En esta etapa, la mazorca se puede perder por
marchitamiento de la planta y falta de agua hasta en 50% del potencial de rendimiento
(INTA, 2010).

24.1.3 ElClima

El maiz HS-5 requiere una temperatura de 25 a 30 °C, necesita bastante
luminosidad, en climas humedos su rendimiento es mas bajo. Para que se produzca
la germinacion en la semilla, la temperatura del suelo debe situarse entre los 15 a 20
°C. A partir de los 30 °C pueden aparecer problemas serios debido a mala absorcion
de nutrientes minerales y agua. Las plantas de la variedad HS-5 presentan buena
superficie foliar que se traduce en una gran capacidad para la fotosintesis, pero
también para la evapotranspiracion, por eso es una planta muy sensible a altas

temperaturas y a la falta de humedad en el suelo (Ortas, 2008).
2.4.2 Meétodos de siembra

La variedad de maiz HS-5 se puede sembrar en cinco épocas al afio: la primera,
postrerdn, postrera, apante y Riego, en cada una de estas se pueden implementar los

métodos de siembra manual, mecanizada o con traccion animal y traccion motriz
(Anexo 3).

2.4.3 Crecimiento y fases de desarrollo

2.4.3.1 Fase vegetativa

Las semillas de la variedad HS-5 germinan y se forman las plantulas; se expande
el follaje e inicia la capacidad fotosintética del cultivo, la cual controla la produccién de

biomasa y el tamafio final de la mazorca, que ocupa el 40% del peso total (INTA, 2010).
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2.4.3.2 Fase reproductiva

El periodo va de uno o dos dias, entre la emision de polen y la salida de los
estigmas en la floracion, ambos aspectos hacen que la polinizaciéon y la produccion de

polen sea sensitiva al estrés ambiental (INTA, 2015).
2.4.3.3 Fase llenado de grano

Comienza después de la polinizacién y determina el peso final del grano de la
mazorca. El peso del grano esta relacionado con la duracion y la cantidad de radiacion
interceptada durante esta fase y es afectada por falta de agua. El llenado tiene tres

fases:

1. Fase de arresto el grano comienza a formarse, dura de 12 a 20 dias

2. Fase lineal de acumulacion de materia seca, tiene una duracion de 35 dias

3. Fase de acumulacion lenta, tiene una duracion de 7 a 14 dias y concluye con la
aparicion de la capa negra y la madurez fisiologica (INTA, 2015).

2.4.4 Descripcién botanica

2.4.4.1 Taxonomia

Tabla 2.4 Taxonomia de la planta de maiz

Taxonomia de la planta maiz (Zea Mays, L)

Reino Plantae
Sub Reino Tracheobionta
Clase Liopsida
Sub Clase Commelinidae
Orden Poales
Familia Poaceae
Sub Familia Panicoideae
Tribu Maydeae
Género Zea
Especie Mays

Fuente: (Valladares, 2010)
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2.4.4.2 Morfologia

La forma general de la planta es inconfundible y esta constituida por un eje central
o tallo, sostenida por un sistema radicular fiboroso y compacto, del eje pueden
producirse brotes basales, presenta ramificaciones laterales que forman la mazorca la
cual constituye la inflorescencia masculina y en la parte superior se encuentra
dispuesta la espiga siendo esta la inflorescencia femenina (Salgado & Murillo, 2012)
en Anexo 4 figura 4.1 se observa imagen con la morfologia completa de la planta de

maiz.

=  Sistema radicular

El sistema radicular para la variedad HS-5 es abundante y fibroso, esta
constituido por tres tipos de raices; las seminales que tienen su punto de partida en la
misma semilla, son temporales y desaparecen al ser reemplazadas por las
permanentes; siendo estas las responsables de la nutricién de la planta durante todo
su ciclo vegetativo, las raices principales, laterales y capilares, son unicelulares de vida
corta'y no reemplazables, finalmente existe un sistema de raices aéreas que surge de
los lados del tallo méas cercanos a la superficie del suelo, este se conoce con el nombre

de raices nodales, emergen después del surgimiento de la panoja (Bonique, 2012).
= Tallo

El tallo es el eje central de la planta, son cilindricos en la base y ovalados hacia
el 4pice, su longitud va desde 0.5 hasta los 3 metros, un tamafio 6ptimo con resistencia
al vuelco. Es importante mencionar que el tallo esta formado por una sucesion de
nudos y entrenudos que puede tener entre 8 y 24, en direccién opuesta y alterna se
encuentran las yemas, cada yema representa potencialmente una mazorca de la que
normalmente para la variedad HS-5 se desarrollan de dos a tres dando como
resultados mayores rendimientos del grano entero y de residuos agroindustriales
(Sandoval & Alvarado, 2011).
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* Hojas

Surgen del nudo y envuelve al tallo, esta compuesta por: la vaina que envuelve
el entrenudo del tallo, la ligula que es una estructura en forma de collar y ejerce funcion
de proteccion, se encuentra situada entre la vaina y la lamina donde esta puede medir
hasta 1.5 m de longitud y 0.1 m de ancho. En anexo 4 figura 4.2 se muestra la hoja.
Ademas estan dispuestas a lo largo del tallo en posicion alterna, son sésiles y de
forma lanceolada. La primera hoja que emite la planta es en forma redondeada y no

se considera una hoja verdadera (Conde, 2005).

La variedad HS-5 tiene de 5-15 hojas, pero a medida que esta crece puede perder
de tres a cinco por diversos factores, como enfermedades foliares las cuales se
presentan de la parte baja hacia el apice de la planta, provocando bajos niveles de

azucar, seguido de la susceptibilidad de la planta (Rojas, 2003).
= Flores

La planta de maiz es monoica y tiene sus flores dispuestas en inflorescencias
separadas, la masculina o panoja y la femenina o espiga. Las flores masculinas tienen
una apariencia mas o menos compacta, segun esta variedad, se encuentra ubicada
en la parte superior del tallo y aparecen antes que las femeninas, en cambio las

femeninas se encuentran dispuestas sobre un eje esponjoso que forma la espiga.

La panoja esta formada por un raquis central y presenta ramificaciones, donde
estan dispuestas en pares las espiguillas, una es sésil y la otra pedicelada. Antes de
aparecer la panoja, la dltima hoja toma una posicién vertical, cada panoja bien

desarrollada puede producir de 2 a 5 millones de granos de polen.

La inflorescencia masculina (mazorca) es una ramificacion lateral modificada,
compuesta por un raquis central esponjoso, donde estan insertas las flores femeninas.
Al momento de la fertilizacion solo una es fecundada y la otra es abortada. De cada

ovulo, se proyecta un estigma, los cuales aparecen frescos hasta el momento de la
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fecundacion que se marchitan y se desprenden de la mazorca en formacion, cada
mazorca bien formada puede producir de 600-1000 granos. La mazorca esta formada
por tallo corto lateral que presenta una zona de nudos y entrenudos de donde surge la

bractea o cobertura de la mazorca (Bucardo, 2008).
= Fruto

El fruto 0 mazorca esta constituido por cuatro partes: pedunculo, bracteas, olote

(coronta) y granos o cariopsides.

1. Pedunculo: también conocido como pedicelo, es lo restante del 6rgano de
adhesion del grano de maiz con el olote o coronta, constituye aproximadamente el 1
% del peso seco del grano. Estd compuesto de células en forma de estrellas,
arregladas en una estructura esponjosa bien adaptada para una rapida absorcién de
humedad. Entre la punta y la base del germen hay un tejido azul conocido como hilar,
gue aparentemente funciona como mecanismo de sellado cuando el grano llega a su

madurez fisioldgica (Trevor, 2000) (Anexo 4 figura 4.3).

2. Bréacteas: Es la envoltura del fruto también conocida como tuza, de color
amarillento y consistencia fibrosa, la mazorca de maiz variedad HS-5 contiene hasta
cincuenta unidades de tuza, que miden 12 cm de ancho, 22 cm de largo y 0.1 mm de
diametro, esto favorece el grano y la coronta de la pudricién por exceso de agua (Anexo
4 figura 4.4).

3. Coronta: Es el centro de la mazorca, también conocido como olote, como puede

observarse en la imagen 2.1, esta formado por la médula
(A) de color blanco, su consistencia no es tan rigida y es
, rica en azucares, el raquis (B) esta después de la médula,

su consistencia es rigida y fibrosa, el color de esta variedad

es blanco, contiene celulosa, hemicelulosa y lignina, (C) es

Figura 2.1 Estructura de la la coronta a la que se suma A y B, luego esta (D) que es

coronta de maiz toda la mazorca.
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4. Granos 0 cariopsides: Se encuentran a razén de 600 — 1,000 unidades por
mazorca, dispuestos en hileras en la coronta, con un promedio de 14 y pueden ser
dentados o semi dentados, también cristalinos u opacos para esta variedad. Estan
constituidos por cuatro partes principales que son el endospermo, pericarpio (cascara),

germen y pilorriza (Anexo 4 figura 4.6).

2.4.5 Requerimientos nutricionales del maiz

El maiz de variedad HS-5 es una planta con capacidad de crecimiento rapido y
alta produccién que requiere cantidades considerables de nutrientes. En el cuadro
siguiente se presentan las necesidades de algunos elementos nutritivos para lograr
altos rendimientos de grano entero, asi también, residuos agroindustriales

aprovechables como la coronta.

Tabla 2.5 Elementos nutritivos necesarios para el maiz

Elemento Kg/Ha
2Nitrégeno 187
2Fosforo 38
2Potasio 192
2Calcio 38
2Magnesio 44
2Azufre 22
Zinc 0.3
Boro 0.2
Hierro 1.9
Magnesio 0.3

Molibdeno 0.001

Fuente: (Flores, 2012)

2 Nutrimentos que se absorben en mayores cantidades (macroelementos) y elementos secundarios.
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La demanda de Nitrogeno, Fésforo, Azufre y en general de los macroelementos
para la planta, esta en dependencia de la edad, también de la cantidad que se aplique
en funcion de la fertilidad que tenga el suelo, ligado a las veces que han sembrado y
aplicaciones anteriores (Anexo 5).

2.4.6 Malezas que afectan el cultivo de maiz

Una maleza es cualquier planta que constituye un peligro, molestia o causa dafos
al hombre, animales o, en este caso, al cultivo de maiz. El desarrollo del cultivo de
maiz en los primeros 30 dias es critico, por lo que se debe asegurar que crezca libre
de la competencia de malezas, pues se estima que éstas son causantes del 10 al 84%
de la reduccion en su rendimiento. Es importante distinguir entre malezas de hojas
anchas y gramineas porque difieren en su reaccion a herbicidas y métodos de control.
En el cuadro 6.1 Anexo 6 se muestran algunas malezas que afectan al cultivo de maiz

y los métodos para combatirlas (Flores, 2012).
2.4.7 Insectos y plagas

Desde el momento de la siembra, el maiz estd expuesto a los ataques de
numerosas insectos y plagas, entre los factores principales que favorecen o dificultan
la aparicion de plagas y enfermedades en el cultivo estan: condiciones de clima,
labores preparatorias del terreno, rotacion de cultivos y el control de malas hierbas,

entre otros.

La variedad de maiz HS-5 en su caracterizacién se considera que es tolerante a
la reaccién ante las plagas, sin embargo existe diversidad de insectos y plagas que
atacan el cultivo; asi se tiene el grupo de los gusanos cortadores, barrenadores, etc y
son los que causan mas dafio; luego estan los gusanos, gallinas ciegas, barrenadores
del grano y gorgojos. en orden de importancia, les sigue el grupo de insectos que
actuan como vectores de virus, microplasmas, bacterias y hongos; en algunas zonas

del pais pueden provocar la pérdida completa del cultivo, (Anexo 7) (Mendoza, 2012).
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2.4.8 Enfermedades

La variedad de maiz HS-5 se ve principalmente afectada por enfermedades
foliares que generalmente aparecen después del periodo de fructificacion, dentro de
estas se encuentran: la roya comun, mancha foliar y mancha café, (Anexo 8). Por otro
lado, si se hace referencia a la planta en general, la enfermedad a la que esta variedad
es susceptible, es al achaparramiento, de tal forma que si la planta es pequefa la
mazorca y el olote materia prima para la obtencién de bioetanol también se vera

afectados por el tamafio.
2.4.9 Cosecha

En Nicaragua los agricultores implementa dos métodos para preparar la mazorca
antes del corte con fines de reducir la humedad del grano, primero doblan la mitad de
la planta y después cortan aproximadamente la mitad de la misma, dejando 0.20 m
entre la mazorca y el extremo final, practica conocida como despunte, con el objetivo
de reducir porcentaje de humedad en la mazorca, lo que permite el desgrane y
almacenamiento sin causar deterioro en su calidad. En la mayoria de los casos, el
maiz se deja doblado en el campo por mas tiempo, especialmente cuando el clima

favorece el secado de grano.

Para realizar la practica de dobla y corte denominada tapisca puede variar
dependiendo de las condiciones climéticas de cada localidad, del ciclo vegetativo del
cultivo, como del establecimiento innato del cultivo de relevo. Por lo general entre los
110 a 115 dias del cultivo. La cosecha se debe realizar lo antes posible, después de
la madurez fisiologica, para evitar pérdidas por pudricion, causadas por hongos;
infestacion por plagas (gorgojos, termitas, etc) o cualquier otro factor que perjudique

la produccién.

En el momento de la cosecha, los agricultores sacan de forma manual la

mazorca, reuniendo varios grupos en toda la parcela. En la planta quedan algunos
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residuos como la cafia, hojas y bractea. Los granos se retiran de la mazorca
manualmente o mecanizado. En el Anexo 9 seccion 9.1 se muestran algunas
caracteristicas que debe tener la mazorca para la recoleccion mecanizada y en la

seccion 9.2 se muestran detalles de la extraccion del grano manual y mecanizada.

2.5 Residuos agroindustriales generados en la post- cosecha del maiz

Se conoce como residuos agroindustriales del maiz a los desechos que se
generan a partir de la produccioén de dicho grano, siendo estos: coronta (olote), bractea
(tuza), pedunculo, tallo y hojas. Al final de la produccién el punto de interés para los
agricultores es el grano, pero la biomasa no tiene valor agregado, en la actualidad, la
bractea y los restrojos que quedan dispersos en la parcela son utilizados como
alimento bovino, sin embargo, es importante sefialar que esto no provee las

condiciones nutricionales ideales para el hato ganadero.

Asi mismo de un 100 % de coronta generada, anicamente el 10 % se ha utilizado
como combustible en los hogares, donde las mujeres campesinas recogen la coronta
en la postcosecha y la almacenan para todo el afo, el otro 90 % tiene dos destinos
finales, el primero es combustién a cielo abierto en el campo si el agricultor implementa
la técnica de limpieza y quema, en segunda instancia esta la descomposicion organica
(Salgado S. , 2013).

En consecuencia el residuo coronta se ha convertido en un problema para el
medio ambiente, porque el proceso de combustion a cielo abierto se generan gases
como el CO2 y el CO causantes del efecto invernadero, por otro lado, si no se
implementa la técnica de quema, al final dejan el residuo para su posterior
descomposicion, la cual tarda hasta tres afios para la humificacion y compostaje, pero
en el transcurso de este tiempo provoca algunas plagas como el gusano y la gallina

ciega que afectan las futuras plantaciones.
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Anualmente en Nicaragua se siembran aproximadamente 916,300 mz de maiz
de diferentes variedades, cabe sefialar que no hay un registro que tipifique la cantidad
de maiz de cada variedad sembrada por region, se conoce que la mayoria de los
agricultores prefieren la variedad HS-5 por su alto rendimiento.

En una manzana de terreno, se siembran como méaximo 40,000 plantas de maiz,
de las que se obtienen 1.1 toneladas de grano y 17.5 toneladas de residuo seco,
incluyendo hojas, bractea (tuza), coronta, pedunculo y tallo. La diferencia en grano
producido con residuo generado es notable con 63% respetivamente (Salgado S. ,
2013).

Con respecto a la coronta (olote) del maiz, este representa el 15 % del peso total
de la biomasa generada para la variedad HS-5. Cada planta tiene hasta tres mazorcas
e igual unidades de olote, con un peso promedio de 26.2 g, por lo tanto cada planta
genera 78.6 g, una manzana de siembra equivale a 3.5 toneladas y de manera general

en Nicaragua se generan 3, 207,050 toneladas de coronta por cada ciclo agricola.

2.6 Estructura'y composicion quimica de la coronta del maiz

La biomasa o residuo agroindustrial coronta del maiz es rico en material
lignocelulésico, biopolimero mas abundante de la corteza terrestre. La estructura y
composiciéon quimica de los materiales lignocelulésicos son el factor clave que
afecta la eficiencia de la produccion de bioetanol durante los procesos de conversion.
Es importante sefialar que la composicion tipica de la biomasa lignocelulésica se
puede definir con una proporcién en peso del 48% C, 6% Hy 45% O, siendo la materia

inorganica el componente minoritario (Galbe & Salvetti, 2012).

La industria de la produccion del etanol utiliza el término biomasa celulésica,
porque es la materia prima para la obtencién de la glucosa de cuya fermentacién se

obtiene el etanol, pero la celulosa no es un material facilmente accesible como es el
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almidon o el azucar, porque se encuentra intimamente unida a otras materias como

la lignina o las sustancias pécticas.

La celulosa se encuentra en las paredes de las células de la coronta,
ampliamente distribuida en el raquis y la médula. Pero dentro de su composicion
quimica también se encuentra el material que no lignifica, estos presentan paredes

pectoceluldsicas (Casillas, 2010).

Las paredes lignocelulésicos son estructuras de mayor complejidad y dificil
accesibilidad a algunos componentes como se observa en la figura 10.1.1 del anexo
10, estas forman los materiales lignocelulésicos el cual esta constituido por los tejidos
del raquis y la médula de la coronta. Ademas presentan una pared celular constituida
por un entramado de microfibrillas de celulosa formando capas recubiertas de

hemicelulosa y sobre las que se deposita la lignina.

2.6.1 Componentes del material lignocelulésico de la coronta del maiz

Los componentes de los materiales lignocelulésicos se clasifican en:

componentes estructurales y componentes secundarios.

2.6.1.1 Componentes estructurales

Los componentes estructurales forman tres polimeros, la celulosa, la lignina y la
hemicelulosa. Del total de compuestos que forman los materiales lignocelulésicos casi
la mitad son celulosa y un 20 % lignina. Cabe sefialar que la union entre celulosa y
lignina puede producirse generalmente a través de la hemicelulosa como se muestra
en la figura 10.1.1 del anexo 10. En paredes no lignocelulésicas aparece otro

componente formado por sustancias pécticas (pectina).
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= Celulosa

La celulosa es un homopolimero lineal de elevado peso molecular y grado de
polimerizacién; entre 200 y hasta 10,000 unidades en estado nativo de B-D-
glucopiranosa unidas por enlace glicosidico o de tipo éter entre el carbono1y4 (3,
1—4). Asi mismo la celulosa es el componente principal de las paredes celulares de
los vegetales y el polimero mayoritario del planeta, tiene una estructura fibrosa, es
blanca, muy estable y resistente al ataque quimico, también a la traccion mecanica
(Bidlack, Malonge, & Benson, 2000).

Debido al caracter asimétrico de este enlace, también puede considerarse a la
celulosa como un poliacetal del dimero celobiosa (4-O-B-D-glucopiranosil-3-D-
glucosa), que no existe de forma natural, solo puede obtenerse por la hidrolisis parcial
de la celulosa. El enlace glicosidico se forma por la reaccion del grupo —OH
hemiacetalico del carbono anomérico (el carbén 1) de la B-D-glucopiranosa con el
grupo —OH del carbono 4 de otra B-D-glucopiranosa. Uno de los extremos de cada
cadena presenta en este carbono 1 un grupo aldehidico de caracter reductor, en la

figura 10.1.2 del Anexo 10 se presenta la estructura primaria de la celulosa.

La conformacion piranosa, donde los carbonos y oxigeno son tetraédricos y la
forma mas estable es la de silla, presenta los grupos —CH20H, —OH vy los enlaces
glicosidicos en posicion ecuatorial y los hidrogenos en posicién axial. El hecho de que
los grupos —-OH salgan lateralmente, permite a la celulosa formar uniones
inter e intramoleculares por puentes de hidrégeno dando lugar a las fibrillas

elementales, figura 10.1.3 en anexo 10.

Las fibrillas elementales o micelas estan formadas entre unas 40 y 100 cadenas
de celulosa donde se presentan zonas con una estructura cristalina, que le confiere a
la celulosa alta resistencia y otras regiones amorfas que le otorgan elasticidad. La
presencia de regiones amorfas en la fibrilla elemental permite mejor penetracion de

reactivos quimicos, por tanto mayor reactividad. Los disolventes penetran mejor en el
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material y las enzimas del tipo de las celulosas trabajan mejor siaumenta la proporcion
de estas zonas. A esta pérdida de zonas cristalinas y aumento de regiones amorfas se

le suele distinguir como “pérdida de cristalinidad” (anexo 10 figural0.1.4).

Las microfibrillas que forman las paredes celulares de los vegetales y que se
orientan de distinta forma, segun las capas estan formadas a partir de las fibrillas
elementales. Ademas, esta estructura que presenta los grupos —OH formando puentes
de hidrogeno en estructura con forma de cinta presenta los hidrégenos en su
superficie, resultando hidrofébica como se observa en la figura 10.1.5 del anexo 10.
(Bidlack, Malonge, & Benson, 2000).

= Hemicelulosa

La hemicelulosa forma cadenas ramificadas de menor grado de polimerizacion
que la celulosa, por lo tanto no tienen zonas cristalinas. Ademas, los puentes de
hidrogeno son menos eficaces, haciendo de la hemicelulosa polisacaridos mas
accesibles al atague de reactivos quimicos. Los mondmeros que constituyen la
hemicelulosa son principalmente monosacaridos y derivados de las osas como los
acidos urdnicos. Los monosacaridos que se encuentran principalmente en la celulosa
son cinco: tres hexosas: glucosa, manosa y galactosa y dos pentosas: xilosa y

arabinosa, (anexo 10 figura 10.1.6). (Bidlack, Malonge, & Benson, 2000).
= Lignina

La lignina es un polimero aromatico de estructura tridimensional bastante
compleja, muy ramificada y amorfa, formada por la condensacion de precursores
fendlicos unidos por diferentes enlaces, dicho polimero presenta las siguientes

funciones:

e Proteger a la celulosa del ataque microbiano
e Conferir resistencia e impermeabilidad al material

e Mantener unidas las fibras celulésicas
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La sintesis de lignina es un proceso de polimerizacion cuyos precursores son los

alcoholes p-hidroxicinamilicos, como se observa en la figura 2.2.

Figura 2.2 Alcoholes cinamilicos

CH OH CH OH CH OH
| ¢ | * | ©
cH CH CH
I | l
CH CH CH
OCH 3 cH 30 OCH
OH OH OH
Alcohol p-cumarilico. Alcohol coniferilico. Alcohol sinapilico.
UNIDAD H UNIDAD G UNIDAD S

Los alcoholes p-hidroxicinamilicos se distinguen por los sustituyentes del anillo
aromatico, tal que: El alcohol p-cumarilico no presenta sustituyentes del anillo
aromatico y forma las unidades de hidroxifenilo o unidades H. El alcohol coniferilico
con un metoxilo en la posicién tres del anillo aromatico forma las unidades de guayacilo
o unidades G. Por ultimo el alcohol sinapilico con metoxilos en las posiciones 3y 5

forma las unidades de siringilo o unidades S. (Bidlack, Malonge, & Benson, 2000).

La polimerizacion de la lignina ocurre mediante una etapa enzimatica donde los
alcoholes p-hidroxicinamilicos se oxidan por la accién de peroxidasas en la pared
celular dando radicales fenéxido. Cabe sefalar que la variedad de enlaces y
estructuras del polimero lignina son debidas a la diversidad de reacciones de

acoplamiento (al azar) entre las distintas formas resonantes de los radicales fenéxido.

En los anillos aromaticos como en las cadenas propilicas de la estructura de la

lignina se encuentran tres enlaces principales, en la tabla 2.6 se presentan.
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Tabla 2.6 Enlaces aromaticos en las cadenas poliméricas de la lignina

Enlace tipo éter

Enlace carbono-carbono

Enlace tipo Ester

Forman grupos de
tipo no condensado. Son
las mas frecuentes, el 40-
60% de las unidades de

Van a conducir a una
lata condensacion de la
lignina, que no pueden
anillo

Se producen en la
cadena propilica y son
poco frecuentes.

producirse en el
aromatico de las unidades
tipo S (por los grupos
metoxilos). Los mas
frecuentes (5-20%) son las
uniones de los carbonos
de la posicion 5 del anillo
aromatico.

lignina estan formadas por
enlace [-0-4, (imagen
10.1.9 en anexo 10)

Fuente: estructurada por autoras

2.6.1.2 Componentes secundarios

Son componentes generalmente de menor proporcion y se clasifican en dos
tipos; por un lado componentes de bajo peso molecular, hidrosolubles o extraibles en
solventes organicos que se denominan extractos y por otro materias minerales que en

los andlisis se estiman como cenizas (Bidlack, Malonge, & Benson, 2000).

De igual forma en su estructura molecular la lignina del olote de maiz presenta
diversos componentes solubles en agua y disolventes organicos denominados

extractivos, tales como: terpenos, resinas y fenoles etc.

= Terpenos: se consideran polimeros del isopreno y estan relacionados con los
alcoholes terpénicos y algunas cetonas

» Resinas: Amplia variedad de compuestos no volatiles como grasas, acidos grasos,
alcoholes, resinas acidas, fitoesteroides y otros compuestos neutros

* Fenoles: como los taninos que son polifenoles derivados de acido galico y de la

catequina
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= Otros: Entre los que se encuentran hidratos de carbono de bajo peso molecular,

alcaloides y lignina soluble.

Cabe mencionar que en la estructura de la lignina también se encuentran
componentes insolubles como las cenizas que son principalmente carbonatos,

oxalatos y minerales.

En la tabla 2.7 se presentan componentes principales de coronta segun diversos

investigadores.

Tabla 2.7 Datos de investigaciones realizadas sobre componentes principales de la
estructura de la coronta del maiz

_ % % %
Refencias : _—
Celulosa | Hemicelulosa | Lignina
(Negret & Cheng, 2010) 36.8 30.6 23.1
(Syawala, Wardiyati, & Maghfoer, 2013) 29.85 32.67 12.74
(Ramirez, 2009) 36 23 17
(Cuervo, Folch, & Quiroz, 2009) 45 35 15
(Cérdoba, Salcedo, Rodriguez , &
50 33.6 15.8
Delgado, 2013)

Fuente: Estructurada por autoras

2.7 Bioetanol

El bioetanol o alcohol tiene como férmula quimica CH3CH20H, denominado
etanol de biomasa. Esto es combustible liquido compuesto por alcohol etilico anhidrido
desnaturalizado, obtenido por la destilacion del producto de fermentacion de materias

primas vegetales ricas en azucares, almidones o biomasa (material lignocelulésico).
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2.7.1 Clasificacion de acuerdo al tipo de materia prima

El bioetanol, se clasifica en primera y segunda generacion, se representan por
las siglas (1G, 2G), el primero es obtenido a partir de materias primas que poseen alto
contenido de azucares simples y fermentables, como la glucosa, fructosa, galactosa y
sacarosa, entre las mas importantes incluyen cafa de azGcar, melazas y azucar de
remolacha (Balat, 2014), mientras que el bioetanol de segunda generacion (2G) es el

producido a partir de biomasa lignocelulésica.

En efecto, el uso del bioetanol 2G ha tenido creciente interés global por muchos
factores, uno de los principales es el aprovechamiento de la materia prima residual,
entre otros que lo diferencian del 1G (Anexo 11).

2.7.2 Produccion mundial de bioetanol

La produccion mundial de etanol 1G se vio afectada en 2012, por primera vez
desde el afio 2000, debido a las disminuciones en Estados Unidos de América y Brasil.
Con la reduccién de los precios de maiz y azucar prevista en 2013-2014, se anticipa

el aumento de la produccion en ambos paises. (OCDE/FAQO, 2013).

En 2022, se prevé que la produccion mundial de etanol aumente en casi 70%
respecto a la media de 2010-2012 y llegue a 168 miles de millones de Litros (MmL)
(Gréfica 2.1). Se espera que Estados Unidos de América, Brasil y la Union Europea
sigan siendo los tres principales productores (Grafica 2.2). La produccién y el uso en
Estados Unidos de América y la Union Europea estan impulsados principalmente por
las politicas vigentes (es decir, RFS2 y la Directiva de Energia Renovable RED,
respectivamente). (OCDE/FAO, 2013).

El creciente uso del etanol en Brasil esta relacionado con el desarrollo de la

industria de combustible flexible y la demanda de importaciones de Estados Unidos de
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Ameérica para cumplir el mandato de biocombustible avanzado, asi como para su

aumento en los minimos de mezcla. (OCDE/FAOQ, 2013).

Grafica 2.1 Desarrollo del mercado mundial de etanol

B Produccion mundial de etanol O Comercio mundial de etanol
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Fuente: (OCDE/FAO, 2013).

Gréfica 2.2 Distribucion regional de la produccion y el uso mundial de bioetanol en
2022.

PRODUCCION MUNDIAL DE BIOETANOL

USO MUNDIAL DEL BIOETANOL

India 2% Tailandia 1%

48%

Fuente: (OCDE/FAO, 2013).
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Cabe senalar que en 2012, la produccién de etanol se vio estancada en los
paises en desarrollo, debido a la reduccion de la oferta en Brasil, pero parcialmente
compensada por otros paises en desarrollo, en los que se observaron aumentos
(Argentina, India, Africa y otros paises de América del Sur). (OCDE/FAQ, 2013).

Se proyecta que la produccién de etanol en los paises en desarrollo aumente de
42 Mml en 2012 a 72 Mml en 2022, con Brasil representando 80% de este aumento
de la oferta y una gran parte del resto proveniente de China, en donde menos de la
mitad de su produccion de etanol se consume en el mercado de los combustibles, el
resto se consume en forma de alcohol en muchos productos alimentarios y no
alimentarios. El crecimiento en China seguramente provendra de layucay el sorgo, ya

gue no se permite el uso de maiz para la produccion de etanol. (OCDE/FAO, 2013).

2.7.3 Proceso parala obtencion de bioetanol

Por lo que se refiere al proceso de obtencion de bioetanol de segunda
generacion, mantiene la consecucion de las siguientes etapas: reduccién de tamafio,
pretratamiento, hidrélisis de celulosa y hemicelulosa, fermentacion, recuperacion y
purificacion del bioetanol. Estas etapas pueden llevarse a cabo mediante distintas
configuraciones de proceso y dentro de cada una de ellas existen multiples alternativas
(Benito, 2013). EI siguiente diagrama representa de manera general la forma de
producir etanol a partir de biomasa.

Diagrama 2.1 Produccion de etanol a partir de biomasa

Fase=: 1. Preparacion de la materia prima Fase: 2. Obtencién de a mcares Fase: 3. Produccion de Bioetanol

BIOMASA o ACONDICIONAMIENTD |-+ MOLIENDA |+ PRETRATAMIENTO b+ HIDROLISIS {» FERMENTA CION [+ DESTILACKON

BIJETA NOL .

Fuente: Propio
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2.7.3.1 Reduccion del tamafo

Este procedimiento se realiza con un molino, para reducir el tamafio de la
muestra, lograr la apertura del material fiboroso y aumentar el area de contacto entre el
material lignocelulésico y los reactantes que se emplean en el pretratamiento e

hidrolisis de la muestra.

2.7.3.2 Pretratamiento

El pretratamiento es una etapa crucial en el proceso de obtencion de bioetanol,
debido a la compleja estructura de la biomasa lignocelulésica. La finalidad es mejorar
la digestibilidad de los materiales lignocelulésicos. Las propiedades fisicoquimicas y el
comportamiento de cada materia prima es diferente, por lo que es necesario aplicar el
pretratamiento adecuado, dependiendo del tipo de biomasa (Hendriks, 2009),
(Karagoz, 2012).

Un tratamiento considerado bueno y efectivo debe cumplir con los siguientes

objetivos:

» Provocar la solubilizacién o redistribucién de la lignina

» Disociar el revestimiento que la lignina y la hemicelulosa forman alrededor de la
celulosa con el fin de aumentar la accesibilidad del &cido.

= Alterar las caracteristicas estructurales de la celulosa como la cristalinidad y el grado
de polimerizacion

» Ser efectivo para una variedad de materias primas

= Asegurar la recuperacion de los componentes de la biomasa lignocelul6sica:
celulosa, hemicelulosay lignina

= Evitar la formacion de productos de degradacion y compuestos potencialmente
inhibitorios

= Evitar la degradacion de azlcares

= Evitar la necesidad de pasos previos de preparacion de la materia prima

= Ser efectivo para grandes cargas de solido
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= Tener un coste moderado, tanto en la inversién como en la operacion, ya que se ha
estimado que el pretratamiento representa aproximadamente el 33 % del coste total
del proceso. (Alvira, 2010), (Lynd, 2000), (Sun, 2002).

Asi mismo, se han propuesto y desarrollado variedad de tecnologias de
pretratamiento de biomasa lignocelulésica que pueden ser clasificadas en cuatro
grupos: métodos fisicos: mecanico y térmico, fisico-quimicos, quimicos y biologicos.
(Sun, 2002).

2.7.3.2.1 Pretratamientos fisicos

2.7.3.2.1.1 Pretratamiento mecénico

a) Trituracion mecanica: Molienda para reduccion de particula del tamafio de
malla inferior a 40 mm, tiene un efecto minimo en los rendimientos de la hidrdlisis, asi

como la tasa de hidrdlisis de la biomasa (Chang, 2000).

b) Ultrasonido: Es una técnica empleada para extraer lignina y hemicelulosa, en
estudios realizados, emplearon este método a 25 °C y diferentes periodos de tiempo
entre 10 a 60 min, donde el mejor tiempo de residencia fue de 30 min, sin embargo, el
efecto sobre la biomasa es muy superficial comparado con métodos como el
pretratamiento con peréxido de hidrégeno H20x2.

2.7.3.2.1.2 Pretratamiento térmico

En este tipo de pretratamiento, la materia prima es calentada en un rango de 150-
180 °C, donde la hemicelulosa y la lignina son solubilizadas (Bobleter, 2000).
Temperaturas superiores a 180 °C solubiliza la hemicelulosa (Beall, 2002). Durante los
procesos térmicos una parte de la hemicelulosa es hidrolizada y forma acidos, estos
son asumidos como catalizadores para hidrolizar la hemicelulosa (J.N, 2003). Las
clasificaciones para este pretratamiento son la explosién por vapor y agua liquida a

alta temperatura.
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a) Explosién por vapor: La materia prima se somete a temperaturas entre 160-
260 °C, mediante la inyeccion directa de vapor saturado, por un intervalo de tiempo
entre 1 y 10 minutos, seguidamente se lleva el producto a una rapida descompresion
hasta presion atmosférica, como resultado se obtiene biomasa con alteraciones fisicas
(desagregacion y ruptura de las fibras), quimicas (despolimerizacién y rotura de
enlaces) y una celulosa mas accesible a la hidrolisis. Las variables a controlar en este
tipo de procedimiento son la temperatura, el tiempo de residencia, el tamafio de
particula y la humedad (Duff S.J.B., 2004).

b) Agua liguida a alta temperatura (LHW): En este proceso se somete la
biomasa al efecto de agua caliente a una temperatura entre 170-230 °C por un tiempo
de 46 min. El objetivo de este pretratamiento es solubilizar la hemicelulosa de la
celulosa para hacerla méas accesible y evitar la formacién de inhibidores, el pH debe
mantenerse entre 4 y 7 para minimizar la formacion de monosacaridos y productos
de degradacion que pueden seguir catalizando la hidrolisis del material celul6sico

durante el pretratamiento (Kohlmann, 2004).

2.7.3.2.2 Pretratamientos fisicoquimicos

a) Proceso de explosién de fibra con amoniaco (AFEX): El pretratamiento con
amoniaco se realiza con cargas de amoniaco en torno a 1:1 (amoniaco kg/kg peso de
biomasa seca) a temperaturas que van desde la temperatura ambiente con una
duracion de 10 a 60 dias, hasta temperaturas de 120 °C, con una duracion de varios
minutos (Alizadeh, 2005). También se da un aumento de seis veces para la hidrdlisis

y un rendimiento de 2,5 veces para el etanol.

b) Explosion con COz: Se lleva a cabo con alta presion y altas temperaturas de
hasta 200 °C, con duracion de varios minutos. Este pretratamiento produce liquidos
gue pueden ser acidos, los cuales hidrolizan especialmente la hemicelulosa. EI CO2
también se aplica como CO:2 supercritico (35 °C, 73 bares), este incrementa el

rendimiento de glucosa en 50-70% para el bagazo de cafia de azucar (Zheng, 2000),
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el 14% de pino amarillo y el 70% de alamo (Kim, 2001). Esto es probablemente

causado por el aumento del tamafio de poros.

2.7.3.2.3 Pretratamiento quimico

a) Oxidacion humeda: Un pretratamiento oxidativo consiste en la adicion de un
compuesto oxidante, como el perdxido de hidrogeno o &cido peracético a la biomasa
que esta sumergida en el agua. Durante el pretratamiento oxidativo puede tener lugar
reacciones como sustitucion electrofilica, el desplazamiento de cadenas laterales,

rompimientos de vinculos de alquil, aril, éter o de nucleos aromaticos (Hon, 2001).

b) Tratamientos con ozono: El ozono ha sido utilizado para degradar la lignina
y la hemicelulosa. Se lleva a cabo a condiciones de presion y temperatura ambiente.
La degradacion es esencialmente limitada a atacar la lignina y hemicelulosa aunque la

celulosa también es afectada (Suny Cheng, 2002).

c) Prehidrélisis con élcalis: Se lleva a cabo con NaOH diluido donde se
sumerge el material lignocelulésico a 60 °C por 24 horas, en esta etapa tienen lugar
reacciones como solvatacion y saponificacion, esto provoca un estado de inflamacién
de la biomasa, lo que la hace méas accesible para enzimas y bacterias. Disoluciones
de alcalis fuertes dan lugar a hidrdlisis alcalina, degradacion y descomposicién de
polisacéaridos y rompimiento de radicales finales. Es importante sefialar que la pérdida
de polisacéridos es causada principalmente por el rompimiento de radicales finales y

reacciones hidroliticas (Fengel, 2000).

d) Tratamiento con solventes organicos: En el proceso, un compuesto
organico o acuoso se mezcla con un acido inorganico que pueden ser HCI 0 H2SOa,
este se utiliza para romper el interior de la lignina y puentes de hemicelulosa. Se
emplean disolventes organicos como metanol, etanol, acetona, etilenglicol,
trietilenglicol y alcohol tetrahidrofurfurilico, asi también acidos organicos como oxalico,

acetilsalicilico y salicilico puede ser utilizados como catalizadores en el proceso. Cabe
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mencionar que a temperaturas altas por encima de 185 °C, el uso de catalizadores es

innecesario para la deslignificacion (Sanchez O. C., 2005).

2.7.3.2.4 Pretratamientos biologicos

En este tratamiento el material lignoceluldésico se somete a la accion de
determinadas enzimas o microrganismos, como los hongos de la podredumbre blanca,
marrén o blanda. El objetivo es degradar la lignina y la hemicelulosa, eliminando las
barreras que protegen la celulosa, haciéndola mas accesible al posterior ataque
enzimatico, por lo que generalmente se hace necesario hacer primero un tratamiento

con hongos y posteriormente con las enzimas.

a) Tratamiento con hongos: Utiliza microorganismos como hongos de
podredumbre marrén, blanco y suave para degradar lignina y hemicelulosa en los
materiales de desecho. La podredumbre marrén ataca la celulosa, mientras que la
podredumbre blanca y suave ataca tanto la celulosa como la lignina. Hongos de
pudricion blanca (basidiomicetos) son los mas eficaces para el pretratamiento biolégico

de materiales lignocelulésicos (Fan L.T., 2000) .

b) Tratamiento con biosolventes organicos: Emplea solventes organicos y
hongos, el primero para permitir la accion de hidrélisis en la hemicelulosa y el segundo
para la descomposicion de la red de lignina. Se han realizado estudios con etanol como
solvente y podredumbre blanca para la degradacion de lignina en madera, los hongos
usados fueron Ceriporiopsis subvermispora, Dichomitus squalens, y Coriolus
versicolor. Asi pues el pretratamiento bioldgico puede ahorrar el 15% de la electricidad
necesaria en la hidrdlisis, el etanol puede ser reutilizado y es amigable con el medio
ambiente (Itoh, 2003).

En Anexo 12 se muestra una tabla con las ventajas y desventajas de los

pretratamientos.
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2.7.4 Hidrodlisis acida

La hidrdlisis acida es un proceso quimico en el que se utiliza un acido proético que
puede ser acido sulfarico o acido clorhidrico para catalizar la escision de los enlaces
quimicos de la hemicelulosa a través de una reaccion de sustitucion nucledfila con la
adicion de agua, este método tiene por objetivo convertir la masa viscosa obtenida en
el pretratamiento en azucares en forma de oligdbmeros para después convertir los

azucares oligoméricos en azucares monomeéricos como la glucosa y xilosa.
a) Hidrdlisis acida diluida

Proceso quimico util para la conversion del material hemiceluldsico en azlcares
reductores, en este las condiciones de presion y temperatura son altas y el tiempo en
el que se da la reaccion es en un rango de 1 a 4 horas lo que facilita el proceso
continuo. Se emplea una solucién de acido mineral que puede ser H2SO4 0 HCI con
concentraciones de 1-10 % en un reactor de flujo continuo, con relacion m/v 1:10 -

1:30 y temperaturas de aproximadamente 50 - 215 °C (Balat, 2010).

La hidrdlisis acida diluida ocurre en dos fases con el fin de aprovechar las
diferencias entre la celulosa y la hemicelulosa. La primera fase se realiza a bajas
temperaturas para aumentar al maximo el rendimiento de la hemicelulosa, en la
segunda fase se incrementa la temperatura para lograr la hidrélisis de la celulosa, los
rendimientos experimentales actuales para estas dos son de 89% para la manosa,
82% para el galactosa y tan solo el 50% para la glucosa cuando el rendimiento teorico
maximo es de 90% en la conversion a bioetanol (Jorgensen, Kristensen, & Felby,
2007).

El desafio consiste en proponer métodos de hidrolisis acida que incremente el
porcentaje de rendimiento de la glucosa a por lo menos un 70%. Para permitir una
adecuada penetracion del acido en los procesos continuos rapidos, deben reducirse

el tamafio de la particula de la materia prima en rango de 2-6 milimetros. En la tabla
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2.9 se muestran referencias del porcentaje de azucares reductores en coronta del

maiz, obtenido por el método de hidrdlisis acida diluida.

Tabla 2.8 Porcentajes de azucares reductores en coronta del maiz

Porcentajes (%)
Componente | (Da Silva, Chaves, | (Coérdoba, Salcedo, | (Dongen &
& Cunha, 2013) Rodriguez, & Delgado, 2010)
Delgado, 2013)
Glucosa 47.1 41 34
Xilosa 28.0 35 28
Arabinosa 5.4 No reporta 2.4
Galactosa 2.2 No reporta 0.8
Manosa 0.2 No reporta 0.1

Fuente: Recopilado por autoras

b) Hidrdlisis &cida concentrada

Este proceso emplea H2SOs4 concentrado en el rango de 10-30% en el
pretratamiento, para liberar la hemicelulosa, en la fase subsecuente la biomasa se
seca empleando acido sulfarico concentrado (70-90%). Los tiempos de la reaccién son
generalmente mas largos que los de la hidrolizacion acida diluida (Taherzadeh &
Karimi, 2007). Este proceso proporciona una conversion completa y rapida de la
celulosa y la hemicelulosa, los factores que hacen viable este proceso consisten en

perfeccionar la recuperacion de los azlucares y los acidos empleados.

Comparado con el método de hidrdlisis acida diluida la degradacion de la glucosa
ofrece un porcentaje de rendimiento cercano al 100%; este proceso ofrece mas
potencial para reducir costos, sin embargo, el ambiente y problemas de corrosion y el
alto de consumo acido son las principales desventajas del método (Taherzadeh &
Karimi, 2007).
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Cabe senfalar que la hidrolisis acida es uno de los métodos mas empleados en la
industria de produccion de bioetanol, porque tiene la ventaja de separar los azlcares
monoméricos de las hemicelulosas, pero tiene la desventaja de generar algunos
compuestos inhibidores, por lo que se hace necesario someter el hidrolizado a un
proceso posterior de detoxificacion para eliminar todas las sustancias que pudieran
formarse por las concentraciones del 4cido y altas temperaturas, de igual manera se
busca como evitar la formacién de otras sustancias durante el proceso de fermentacion

que afecte el proceso de produccion de etanol.

Existen distintas clasificaciones que agrupan este tipo de sustancias inhibidoras:
productos de la degradacion de azlcares, productos de la degradacion de la lignina,
componentes derivados de la estructura lignocelulosa y por ultimo iones de metales

pesados (Cantarella, Cantarella, & Gallifuoco, 2004).

Por otro lado (Oliva , 2014) los clasifica en tres grupos: derivados del furano
(generados a partir de la hidrélisis de hemicelulosa), acidos alifaticos de bajo peso
molecular (degradacion de furanos) y derivados fendlicos (provenientes de la
degradacion de la lignina). Cualquiera de estas clasificaciones es valida, ya que retnen

todos los compuestos toxicos conocidos en este tipo de proceso.

Es importante sefialar que el mas reconocidos es el furfural, formado a partir de
la degradacion de las pentosas (xilosa y arabinosa) y el hidroximetil furfural (HMF),
formado como consecuencia de la degradacion de las hexosas (glucosa, manosa y
galactosa) (Oliva, 2014). En la tabla 12.2 del anexo 12 se presentan los efectos
negativos que provocan los compuestos toxicos sobre los microorganismos

fermentadores y el proceso.

A causa de los dafios que pueden provocar las sustancias inhibidoras en el
proceso de fermentacion, se han estudiado métodos de detoxificacion que estan

clasificados segun el tipo de sustancias y acciones que las constituyen, por lo cual
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varios autores los agrupan en fisicas, quimicas y biolégicas (Oliva, 2014) (Mussatto &
Robeto, 2004).

Si bien es cierto, existen diversas opciones de detoxificacion, sin embargo la
eleccion del mismo depende de factores como: a) tipo de hidrolizado para la hidrélisis,
b)pretratamiento empleado para la hidrélisis, ¢) organismo fermentador, d) costo de

operacion de la técnica de detoxificacion elegida (Mussatto & Robeto, 2004).

Haciendo referencia para los métodos biol6gicos, estos involucran el uso de
enzimas y microorganismos especificos que actian sobre los compuestos téxicos
cambiando su composiciéon (Mussatto & Robeto, 2004). Para el caso de la
detoxificacion con enzimas se encuentran principalmente el uso de peroxidasas y
lacasas. Las primeras transforman primordialmente fenoles y aminas aromaticas,
estas son de gran efectividad e incluyen enzimas tales como horseradish peroxidasa
(HRP), lignina peroxidasa (LiP) manganeso peroxidasa (MnP), entre otras y son

producidas por distintos microorganismos en especial de tipo fungico.

En cuanto a los microorganismos empleados para la detoxificacién se encuentran
tanto de tipo bacteriano como fangico. Para el caso de los fungicos existen
investigaciones como (Nichols, Sharma, & Mowery, 2008), donde emplean una cepa
aislada de Coniochaeta de maiz después de pretratamiento acido- diluido. En el caso
del uso de bacterias (Okuda, Soneura , & Nimoniya, 2008) utilizan una cepa de
Ureibacills thermosphaericus, para detoxificar hidrolizados de madera pretratado con

acido diluido.

Por otro lado, se tienen los métodos de detoxificacion fisicos y quimicos como:
tratamientos con hidréxidos, Overliming, evaporacion, carbon activado, resinas de
intercambio iénico, extraccion, nanofiltracién y electrodidlisis, sin embargo los de
mayor difusion son el overliming y los tratamientos de neutralizacion con hidroxidos,
no soélo por sus resultados exitosos en reduccion de inhibidores y altos rendimientos

en fermentacién, sino por su costo que resulta bajo frente a metodologias como la
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nanofiltracién y resinas de intercambio i6nico (Mussatto & Robeto, 2004), en el anexo

13 se muestran detalles sobre los método.

2.7.5 Fermentacién

La fermentacion consiste en transformar los azlcares liberados en la etapa de
hidrolisis acida en etanol y didxido de carbono, por medio de microorganismos
adecuados, principalmente levaduras. Estos microorganismos pueden ser cepas
naturales que metabolicen azucares de seis carbonos, cepas naturales que consumen
tanto azlUcares de seis como de cinco carbonos. En esta etapa se consideran tres
factores importantes que garantizan la obtencion de altos rendimientos de producto y
estos son: el sustrato, las condiciones de operacion y el microorganismo fermentador
(M.E, 2010).

Asi pues el sustrato se describe como el resultado de un pretratamiento que se
efectlia sobre la materia prima original. En esta etapa, una alta cantidad de azlcares
asimilables son liberados de los componentes principales de la materia prima
convirtiéndose en el sustrato que ha de consumir el microorganismo fermentador. Para
materiales lignocelulésicos, este hidrolizado esta compuesto principalmente por
pentosas (en mayor medida xilosa) y por hexosas (en mayor medida glucosa) (M.E,
2010).

Las condiciones de operacién son de mucha importancia para que aseguran 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. A pesar que en muchos casos las condiciones de operacion y
de crecimiento microbiano son parecidas entre varias cepas, algunos microorganismos
como los genéticamente modificados pueden tolerar condiciones mas extremas que
las cepas convencionales haciendo de estos casos excepcionales y mucho mas
dificiles de adquirir (M.E, 2010).
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Cabe sefalar que la fermentacion puede llevarse a cabo de dos maneras:
simultdnea a la sacarificacion de los materiales celulésicos -Sacarificacion y
Fermentacion Simultdnea- (SFS) (Wingren & Roslander, 2005) o de manera

independiente a la hidrdlisis -Hidrdlisis y Fermentacién Separada- (HFS) (Pejo, 2009).

a) Sacarificacion y Fermentacion Simultanea (SFS)

Uno de los avances mas importantes relacionados con el proceso global de
produccion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica ha sido la implementacion y
desarrollo del proceso conocido como sacarificacion y fermentacion simultaneas
(SFS), en el que la hidrdlisis y la fermentacién tienen lugar simultaneamente en un

mismo reactor.

En el proceso de SFS la glucosa liberada durante la hidrdlisis es directamente
metabolizada a etanol por las levaduras. Esta continua eliminacion de la glucosa del
medio minimiza la inhibicion por producto final sobre la actividad de las celulasas
(Ballesteros , 2006) lo que se refleja en rendimientos de hidrolisis mas altos, necesidad
de menores dosis de enzima o &cido, reduccion del tiempo total de proceso y
productividades de etanol mas altas (Alfani & Gallifuoco, 2000).

Asi pues, el proceso de SFS se presenta como un método viable y eficiente para
la produccion de etanol celulésico ya que puede ser empleado con gran variedad de
materias primas y con diferentes tecnologias de pretratamiento. no obstante también
muestra algunos inconvenientes, puesto que las condiciones Optimas de pH y
temperatura en las etapas de hidrdlisis y fermentacion son diferentes, se deben fijar

unas condiciones de compromiso entre ambas.

Es importante sefalar, que el pH 6ptimo para la hidrélisis se encuentra alrededor

de 1 - 4. En cambio, el pH para la fermentacién, dependiendo del microorganismo,
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suele ser 5 o superior. En cuanto a la temperatura Optima, la de la hidrélisis se
encuentra alrededor de 50 °C, mientras que la mayoria de microorganismos
fermentadores tiene su 6ptimo de temperatura entre los 30-37 °C. En este contexto, el
empleo de levaduras termotolerantes como Kluyveromyces marxianus capaces de
crecer y fermentar a temperaturas superiores a 40 °C, mas cercanas a la temperatura
optima de la hidrdlisis, aparece como una alternativa muy prometedora (Pejo M. E.,
2010).

b) Hidrélisis y Fermentacion Separada (HFS)

La configuracibn cominmente empleada en el proceso de produccion de etanol
a partir de biomasa lignocelulésica implica un proceso secuencial en el que la hidrdlisis
de la celulosa y la fermentacion de la glucosa se realizan en dos reactores diferentes.
En este proceso, denominado hidrélisis y fermentacién separadas (HFS), la fraccion
rica en celulosa es primeramente hidrolizada a glucosa. Una vez completada la
hidrolisis y separado el residuo de lignina, la glucosa resultante es fermentada y
convertida a etanol. La utilizacion de un medio liquido rico en glucosa hace posible la

recirculacion de los microorganismos tras la fermentacion.

Por lo tanto, la principal ventaja en este tipo de procesos es que cada etapa
puede ser llevada a cabo en sus condiciones Optimas de pH y temperatura. Esto
permite realizar la hidrélisis a temperaturas alrededor de 50 °C, posteriormente se
realiza la fermentacion a temperaturas entre 30-37 °C, donde se encuentra el 6ptimo

para la mayoria de microorganismos etanologénicos (J@drgensen & Kristensen, 2007).

La principal desventaja en la HFS se debe a que la acumulacion de la glucosa y
celobiosa en la etapa de hidrdlisis inhibe a las celulasas implicadas en el proceso,
obteniéndose, por lo tanto, bajos rendimientos de sacarificacidon cuando es un proceso
hidrolitico enzimético (Stenberg & Bollok, 2000).

Bra. Kiara Montiel, Bra. Leticia Romero 41




Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrélisis dacida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-II semestre 2015

2.7.5.1 Mecanismo de fermentacién

La glucolisis es la primera etapa de la fermentacion (Reaccion 2.1), lo mismo que
en la respiracion celular y al igual que esta necesita de enzimas para su completo
funcionamiento. A pesar de la complejidad de los procesos bioquimicos una forma
esquematica de la reaccion quimica de la fermentacion alcohdlica puede describirse
como una glicdlisis de tal forma que se ve como participa inicialmente una molécula
de hexosa:

Reaccion (2.1)

CsH1206 + 2 Pi + 2 ADP — 2 CH3-CH20OH + 2 CO2 + 2 ATP + 25.5 kcal

La fermentacion alcohdlica, desde el punto de vista energético, es una reaccién
exotérmica, libera cierta cantidad de energia y produce gran cantidad de CO:. El

producto es un piruvato segun la siguiente reaccion.

Reaccion (2.2)

CsH1206 — 2 CH3COCOO™ + 2 H20 + 2H"

La reaccién quimica se describe como la reduccion de dos moléculas de
Nicotinamida Adenina Dinucleotido (NAD+) de NADH (forma reducida del NAD+) con
un balance final de dos moléculas de ADP, que se convierten en ATP (adenosin
trifosfato). También se encuentran en trazas el 4cido succinico, el glicerol y el acido

fumérico.
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Figura 2.3 Fermentacién alcoholica
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Fuente: (S.A, 2015)

En primer lugar el piruvato se descarboxila mediante la accion de la piruvato

descarboxilasa para dar como producto final acetaldehido, liberando por ello diéxido

de carbono (CO2) a partir de iones del hidrogeno (H*) y electrones del NADH. Tras

esta operacion el NADH sintetizado en la reaccion bioquimica catalizada por el GADHP

se vuelve a oxidar por el alcohol deshidrogenasa, regenerando NAD+ para la

continuacion de la glucdlisis y sintesis al mismo tiempo de etanol.

Ademas se considera que el etanol va aumentando de concentraciéon durante el

proceso de fermentacion y debido a que es un compuesto toxico, cuando su

concentracion alcanza aproximadamente un 12% de volumen, las levaduras tienden a

morir (C.F, 2010).

2.75.2

Microrganismos relacionados con la produccion de bioetanol

En muchos procesos de fermentacion, la oxidacion de azlcares simples bajo

condiciones anaerobias involucra dos fases: la oxidacion de la glucosa y el
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metabolismo de piruvato. El metabolismo de la glucosa ocurre de la misma manera en
la respiracion aerobica y anaerobica, sin embargo, si el oxigeno no esta disponible
para su uso como aceptor externo de electrones (como ocurre en la aerobiosis) o el
microorganismo no tiene la capacidad de utilizar componentes inorganicos, la molécula
portadora de electrones NAD+ debe ser regenerada donando electrones hacia

componentes organicos intermediarios (Bai, 2008).

Teniendo en cuenta las diferentes alternativas bioquimicas para la fermentacion
de los azucares, se presenta a continuacion una descripcion de la ruta de biosintesis

de produccién de etanol mediante dos tipos de levaduras.

2.7.5.2.1 Levaduras

Las levaduras son cuerpos unicelulares, generalmente de forma esférica, con
tamafio entre los 2 a 4 ym. La principal via metabdlica de este tipo de microorganismo
en la produccion de etanol es la glucdlisis o via EMP, a través de la cual una molécula
de glucosa es metabolizada y dos moléculas de piruvato son producidas. Bajo
condiciones anaerobias, el piruvato es posteriormente reducido a etanol con emisiones
de CO:2 obteniéndose un rendimiento estequiométrico tedrico de 0.511g de etanol y
0.489g de CO2 por 1g de glucosa metabolizada (Kosaric, 2001).

En la glucdlisis se producen dos moléculas de ATP, los cuales son empleados
para llevar a cabo la biosintesis de las células de la levadura, lo cual involucra una
variedad de biorreacciones que requieren energia. Ademas, la producciéon de etanol
esta estrechamente ligada al crecimiento celular del microorganismo, lo que significa

gue la biomasa se obtiene como un subproducto (Chandraraj, 2004).

Es importante mencionar que sin el consumo continuo de ATP por parte del
microorganismo que esta en crecimiento, el metabolismo glucolitico se veria

interrumpido inmediatamente, debido a la acumulacion intracelular de ATP, causando
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una inhibicién a la fosfofructoquinasa (PFK), una de las enzimas de regulaciéon mas
importantes en la glucélisis. El mecanismo de produccion de etanol a partir de glucosa
en las levaduras se presenta en Anexo 14, figura 14.1 (Chandraraj, 2004). El
microorganismo tradicional mas usado para la fermentacion alcohdlica es la

Saccharomyces cerevisiae.

Cabe sefialar que ademas del etanol y CO2 se producen también varios derivados
durante la fermentacion, produciendo glicerol a un nivel aproximado de 1.0 % (p/v),
también se producen otros derivados como acidos organicos y alcoholes pesados a
bajos niveles. La produccion de estos derivados asi como el crecimiento de células de
levadura, junto con la inevitable generacién de algunos intermedios glicoliticos en las
rutas metabdlicas correspondientes, disminuyen el rendimiento de etanol en alguna

magnitud (Ingledew, 2000).

En la industria, el rendimiento del etanol es calculado respecto al total del azlcar
en el sistema de fermentacion sin la deduccién del azucar residual, puede ser tan alto
como su valor teorico (90-93%) (Ingledew, 2000). Por consiguiente, el azucar residual
debe controlarse a niveles muy bajos; por ejemplo, no mas de 2 g/L y 5 g/L son
empleados para reducir el azucar residual y el azlcar total, respectivamente, en la

produccién de etanol de materiales lignoceluldsicos.

Durante la fermentacion del etanol, las células de levadura padecen varias
tensiones. Algunas son medioambientales como la deficiencia de nutrientes,
temperatura alta y contaminacion, mientras los otros son del metabolismo celular de la
levadura como la acumulacion de etanol y su inhibicién correspondiente al crecimiento
celular y produccion de etanol en la levadura. La figura 2.5 resume algunas de estas

tensiones.
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Figura 2.4 Las tensiones medioambientales potenciales en la S. cerevisiae durante
la fermentacion para producir etanol

Presiéon
Osmotica

Sulfito Azucar 25 % plv
> 100 mg/L

Etanol

Acido Lactico Célulade la Temperatura

>0.8 % (p/v) levadura 35-38°C
Acido acético
> 0.05 % (p/v) PH <5.3
lon sodio
>500 mg/L

Fuente: Propio

2.75.2.1.1 Saccharomyces cerevisiae

Es el microorganismo usado frecuentemente para fermentar azicares a bioetanol
en los procesos industriales, ha demostrado ser robusta en la fermentacién de los
hidrolizados lignoceluldsicos (Galbe & Zacchi, 2002). La S. cerevisiae puede fermentar
hexosas facilmente, pero apenas la xilosa en el hidrolizado de la lignocelulosa, porque
ala S. cerevisiae le faltan enzimas que convierten la xilosa a xilulosa (Tian, Zang, Pan,
& Yuan, 2008). Sin embargo, esta levadura puede fermentar la xilulosa (Shi & Jeffries,
2010).

Es importante mencionar que la masa de levadura Saccharomyces cerevisiae
necesaria para optimizar el proceso fermentativo, corresponde a un rango de 12-14%
del 100 % de azucares Reductores presentes en el sustrato, de acuerdo a lo indicado

por (Hidalgo , 2010), no puede haber un exceso ni carencia de la misma, porgue incurre
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en costos para el primer caso y bajos rendimientos para el segundo. Asi mismo el
tiempo de fermentacion es de 5 a 15 dias de acuerdo a la cantidad de sustrato presente

en la muestra.

2.7.5.2.1.2 Pichia stipitis

Contrariamente a la S. cerevisiae la P. stipitis puede utilizar L-arabinosa y D-
xilosa naturalmente y fermenta eficazmente la xilosa a etanol, ha sido considerada
para la fermentacion de los hidrolizados de hemicelulosa a etanol. Se han desarrollado
varios mutantes con las capacidades de fermentacion mas altas y la utilizacion de
xilosa mejorada. Sin embargo La P. stipitis es incapaz de crecer en condiciones
anaerobicas y es mas sensible al etanol e inhibidores que la S. cerivisiae (Hahn-
Hagerdal, Galbe, & Gorwa-Grauslud, 2006).

2.7.5.3 Factores que afectan el desempefio de los microorganismos en la
produccion de bioetanol

Los procesos fermentativos, requieren de condiciones de operacion que
garanticen el buen desempefio de los microrganismos. El manejo de estos presenta
ciertas dificultades, especificamente en las condiciones de medios de cultivos y del
proceso de fermentacién a nivel industrial. Asi mismo los factores mas importantes que
afectan el desempefio de una cepa en un proceso de fermentacion y la manera como
a partir de estos fenbmenos se generan criterios en la seleccion de microorganismos
gue optimicen la produccién de etanol, son: inhibicién por producto, temperatura y

aireacion.

a) Inhibicién por producto

A raiz del interés generado en la produccién de etanol a altas concentraciones,
se ha visto como este factor afecta el desempefio de los microrganismos

fermentadores causando inhibicion en el crecimiento microbiano y la reduccion en el
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rendimiento producto/sustrato. En general, una concentracién de etanol mayor al 6%
(p/v) tiene un efecto inhibitorio sobre todos los microorganismos. La mayoria de las
cepas toleran una concentracion de 5.5 % de etanol en el medio de cultivo (Sridhar ,
2004).

b) Temperatura

La composicion y la estructura de la membrana plasmatica y la concentracion de
fosfolipidos se obstruyen cuando la bacteria alcanza una temperatura de 40 °C, lo cual
conlleva a una pérdida de la integridad de la membrana. Posteriormente, la elevada
temperatura resulta en la acumulacion de etanol dentro de la célula, lo cual tiene un

significativo efecto en la viabilidad de las células (Sridhar , 2004).

En el caso de levaduras como las especies del género Saccharomyces la
velocidad de produccién de alcohol incrementa de forma estable hasta los 30 °C y de
forma suave hasta los 36 °C, pero disminuye a temperaturas superiores a los 37 °C.
Algunas cepas son capaces de crecer a temperaturas por encima de los 37 °C y son
comunmente nombradas como termofilicas, mientras que otras tienen una

temperatura maxima superior a los 45 °C y son comunmente llamadas termotolerantes.

c) Condiciones de aireacion

Muchos microrganismos, tanto levaduras como bacterias, crecen en condiciones
anaerobicas y el oxigeno en exceso tiene un efecto negativo sobre la produccion de
etanol porque inhibe el consumo de sustrato y el crecimiento microbiano. A bajas
concentraciones de sustrato, las velocidades de crecimiento y el rendimiento de
biomasa son independientes de la presencia de oxigeno. De forma opuesta, a altas
concentraciones de sustrato, decrecen los parametros de crecimiento (Chandraraj,

Concise Encyclopedia of bioresource, 2004).
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2.7.6 Caracteristicas fisicoquimicas del bioetanol

Por sus propiedades fisico-quimicas, el bioetanol se considera un sustituto de la
gasolina en los motores de ciclo Otto, en la tabla 2.9 se muestran las caracteristicas
fisico quimicas que hacen posible la utilizacion del bioetanol y se compara con la

gasolina.

Tabla 2.9 Comparacion de las propiedades fisico-quimicas del bioetanol y la gasolina

Pardmetro Unidad Etanol Gasolina
Formula - CH3-CH20H | CiHm (n=4/12)
Peso molecular Kg/mol 46.07 100/105
Estado de agregacion - Liquido Liquido
Oxigeno % en peso 34.80 0
Densidad kg/m3 789 720/780
Solubilidad en agua % 100 0.1
Calor latente de vaporizacion kJ/kg 850 330
Temperatura de ebullicion °C 78 30/215
Temperatura de fusion oC -114 -
Poder calorifico inferior KJ/kg 28.225 43.500
Relacion aire/combustible - 9.0 145
estequiométrica
Presion de vapor kPa 15-17 49-65
Temperatura de ignicion oC 420 220
Acidez pKa 15.9 NP
Punto de inflamabilidad oC 13 -43
Limite de explosividad % 3.3a19 l2a7.6

Fuente: Recopilado por autoras

2.7.7 Usos y aplicaciones del etanol lignoceluldsico
El bioetanol lignoceluldsico, tiene multiples aplicaciones, asi pues, el mercado del

alcohol puede subdividirse en tres, de acuerdo a sus destinos fundamentales como:

combustible, uso industrial y bebidas alcohdlicas.
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2.7.7.1 Combustible
=  Usos del etanol como biocarburante

Existen tres formas de utilizar el etanol como biocarburante. La més utilizada de
estas es cuando el bioetanol se emplea en mezclas con gasolina convencional para
sustituirla como carburante en mayores o0 menores proporciones; no sustituye
totalmente a la gasolina, ya que esta le da a la mezcla estabilidad y resta volatilidad.
Las mezclas pueden ser E5, E10, E20 y hasta E95 (PC., 2012), indicando en nimero
el porcentaje de etanol empleado en la mezcla: en medida que se aumenta el
contenido de etanol en la mezcla se reduce el impacto contaminante, ya que libera

menos COa.

Otra manera de poder utilizar bioetanol como combustible es modificar las
caracteristicas del motor del vehiculo para usar mezclas con mayor contenido de
etanol. La tercera estrategia es utilizar el bioetanol como aditivo sustituyendo el metil
terbutil éter (MTBE) que es un aditivo utilizado para incrementar el nivel de octanaje

en la gasolina comun pero que es altamente contaminante.

Brasil es el principal pais pionero en la produccion y utilizacién de bioetanol como
combustible carburante, en 1975 el gobierno brasilefio inicid el programa Pro-alcohol
para desarrollar el uso de alcohol etilico como combustible, asi podia ser utilizado para
reemplazar MTBE, a diferencia de este, el etanol es menos agresivo con el medio

ambiente ya que hace que la gasolina aumente su grado de biodegradabilidad.

De 1,975 a 2,000 Brasil produjo aproximadamente 5.6 millones de vehiculos con
motores a prueba de etanol, aparte de los automdviles con motor capaz de aceptar
etanol, el gobierno aprob6 la mezcla de etanol con gasolina en un 25% en cada litro
de gasolina (Moawad, 2012). El aspecto positivo de esta mezcla es que se evita la
emision de 110 millones de toneladas de dioxido de carbono en la atmdsfera.
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De acuerdo con la Agencia para el Aceite de Brasil, en 2007, se han producido
492 toneladas de cafia de azUcar y una porcion de este material se utilizo para generar
8.4 mil millones de litros de etanol puro y 13.9 millones de litros de etanol hidratado.
Es asi como Brasil esta a la vanguardia de desarrollo de biocombustibles como fuente
de energia alternativa renovable, asi como Estados Unidos y algunos paises asiaticos
(Masiero, 2011).

2.7.7.2 Uso industrial

= Se usa como principio activo en la industria farmacéutica y de cosméticos, es un
buen disolvente puede usarse como anticongelante y en la fabricacion de
medicamentos. (s.a, Industria del etanol, s.f). (s.a, Alcohol Etilico, 2015)

» Disolvente industrial. (s.a, Los principales usos y aplicaciones del alcohol etilico ,

2011)

» En la industria quimica como compuesto de partida en la sintesis de diversos
productos, como disolvente de barniz y pinturas. (s.a, Industria del etanol, s.f)

» En la industria de elaboracion de perfumes, como materia prima para la
elaboracion de los mismos. (s.a, Industria del etanol, s.f). (s.a, Los principales
usos y aplicaciones del alcohol etilico , 2011).

= Antiséptico: Se usa en toallitas médicas comunes y en la mayoria de los geles
antibacterianos desinfectantes para manos a una concentracién de
aproximadamente 62% v / v como un antiséptico. Es eficaz contra la mayoria
de bacterias, hongos y virus, pero no es eficaz contra las esporas bacterianas.
(s.a, Alcohol Etilico, 2013)

= Enlamedicina. (J. E. Alvarez Gémez., 2011)

2.7.7.3 Industria de bebidas

Es el principal constituyente psicoactivo en las bebidas alcohdlicas, con efectos
depresivos sobre el sistema nervioso central. Tiene un modo de accién complejo y
afecta multiples sistemas en el cerebro. Es metabolizado por el cuerpo como un

nutriente que aporta energia. (s.a, Alcohol Etilico, 2013).
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HIPOTESIS

El porcentaje de conversion y rendimiento de bioetanol obtenido a partir de la
coronta de maiz variedad HS-5 podria ser més efectivo, mediante la optimizacion y
control de las variables operacionales: masa de coronta, concentracion de &cido,

temperatura, tiempo de hidrdlisis, masa de levadura y tiempo de fermentacion.
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4. DISENO METODOLOGICO

4.1 Descripcion del ambito de estudio

El estudio para la obtencidn de bioetanol a partir del olote del maiz, se desarrolld
en los laboratorios 101, 107 y Tecnologia Farmacéutica del departamento de quimica,
laboratorios ubicados en el pabellén n°1 y 11 de la Universidad Nacional Autbnoma
de Nicaragua. Asi mismo, se realizaron ensayos para la cuantificacién de azlcares
reductores en el laboratorio de Andlisis Fisico Quimico de Alimentos LAFQA, ubicado
en el pabellbn n° 3 de la misma. Por otro lado, se desarrollaron pruebas
cromatograficas para la cuantificacion de alcohol, en el laboratorio de operaciones
unitarias, Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad Nacional de Ingenieria (UNI).

4.2 Tipo de estudio

La presente investigacion es descriptiva y experimental (Piura, 2008), la cual
tiene como propdésito fundamental establecer relaciones entre dos o mas variables, se
desarrolla con el tipo de disefio experimental cuantitativo, permitiendo la manipulacion
y control de las condiciones operacionales en el proceso de hidrélisis acida diluida y
fermentacion separada para la obtenciébn de bioetanol, lo que da lugar a la
cuantificacion de azlcares reductores mediante espectrofotometria Uv-Vis, asi como
la identificacién de bioetanol con la técnica analitica cromatografia de gas, asi mismo
este estudio pertenece al area tecnoldgica procesos industriales y a la linea de

investigacion energias renovables.
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4.3 Poblacion y muestra

4.3.1 Poblacién

Para determinar la poblacion se realiz6 una entrevista a nueve productores de la
finca Montiel ubicada en el municipio de El Jicaro departamento de Nueva Segovia, de
acuerdo a los resultados de la entrevista (Anexo 15), se seleccionoé la produccién del
agricultor nimero 1 por altos rendimientos que obtuvo en la cosecha, por tal razon, se
considera como poblacion 408,600 gramos de residuo agroindustrial olote del maiz
variedad HS-5, generados de 1.5 manzanas sembradas en el ciclo agricola 2014/2015

de dicho productor.

4.3.2 Muestra

Las muestras se seleccionaron por medio del muestreo aleatorio simple (anexo
16), el cual consisti6 en la seleccion al azar de 8 muestras de 60 gramos de coronta
de maiz variedad HS-5, que se encontraron a granel después de la extraccion
mecanizada del grano, se almacenaron en bolsas de polietileno y se transportaron al
laboratorio en donde se tomaron 35 gramos de cada una de las 8 muestras, se
trituraron y tamizaron para luego tomar 138 gramos para la caracterizacion fisco-

quimica y 120 gramos para desarrollar el proceso de obtencion de bioetanol.

Cabe mencionar que las 8 muestras representan las ocho corridas
experimentales que resultaron mediante el disefio de experimento Taguchi, tomando
un porcentaje representativo de 58.3 % de cada muestra para hacer una mezcla y
partir de ahi para la toma de las diferentes proporciones para las etapas posteriores

(caracterizacién y proceso).
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4.3.2.1 Criterios de Inclusion

= Coronta (olote) del maiz variedad HS-5
= Coronta (olote) del ciclo agricola 2014-2015

4.3.2.2 Criterios de exclusion

» Pudricion del olote (coronta) por Nigrospora, Stenocarpella maydis,
Micoplasma helicoidal o Spiroplasma.

= Coronta (olote) de maiz con perforaciones provocadas por Gusano cogollero
(Spodoptera frugiperda).

» Muestras que presentaban suciedad y materia extrafia

= Tiempo de permanencia del olote en el campo después de la cosecha (mayor

de 3 meses).

4.4 Variables y operacionalizacion

4.4.1 Variables Dependientes

= Porcentaje de rendimiento (% R)
= Porcentaje de conversion (% X)

4.4.2 Variables Independientes

» Cantidad de materia prima (coronta de maiz)
= Concentracion de &cido sulfarico

= Temperatura de hidrolisis

* Tiempo de hidrolisis

= Cantidad de levadura

= pH de la fermentacién

= Tiempo de fermentacion
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4.4.3 Operacionalizaciéon de las variables

Variables | Concepto | Indicadores | Valores
Dependientes
Masa en gramos de bioetanol obtenido
: . o . 20-90%
Porcentaje de experimentalmente, dividido entre la 0ex — masa de ROH experimental 100
conversion masa en gramos de coronta HX = masa alimentada X
alimentada, multiplicada por cien.
Masa en gramos de bioetanol obtenido
: [ ividi masa de ROH experimental
Porcentaje de experlmer,]tglmente, Q|V|d|do entr,e_ la %R = _ p %100 )
A masa teorica de bioetanol teorico, masa tedrica de ROH 20-90%
rendimiento o )
multiplicado por cien.
Independientes
. Masa en gramos de coronta del maiz,
Cantlo_lad Qe variedad HS-5 tomando diferentes 10y 20
materia prima ) o Masa
. proporciones de acuerdo al disefio de gramos
(coronta de maiz) .
experimento.
Porcentaje de acido sulftrico presente
en un volumen de solucion capaz de
- provocar el rompimiento en la
Concentracion de A -
L . estructura del material lignocelulosico y .
acido sulfarico . . ., Porcentaje volumen 4,7 %
la posterior conversion en azlcares
H2S04
reductores.
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Nivel Térmico al cual se someten los 90,100 °C
Temperatura de . - 0
I residuos de coronta de maiz para Grados Celsius (°C)
hidrolisis P
acelerar el proceso de hidrolisis.
Momento necesario para provocar el
Tiempo de rompimiento de los enlaces quimicos 15,2
e . . e Horas
hidrolisis del material lignocelulésico con el horas
efecto de la concentracion del &cido y la
temperatura.
. Medio de cultivo de Sustancia
Cantidad de .
Levadura fermentada unicelular que produce _
enzimas capaces de provocar la Porcentaje masa volumen 0
Saccharomyces ., . 12,14 %
. fermentacién alcohdlica de la glucosa
cerevisiae S
hidrolizada.
Coeficiente que mide el grado de
Hde la acidez o basicidad para controlar la
p ., actividad  microbiolégica de la Acido 5.5-6.5
fermentacidn o
Saccharomyces cerevisiae en el
proceso fermentativo
. Magnitud fisica que permite medir la
Tiempo de . > . .
> duracion con la cual se da la conversion Dias 6, 8 dias
fermentacién .
de azucares reductores en alcohol.
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4.5 Material y método

4.5.1 Materiales para recolectar informacion

Para la elaboracion de este documento se llevé a cabo revision bibliografica,
fundamentada en articulos cientificos, tesis de grado, libros de texto, todos ellos
enfocados en la obtencion de bioetanol y temas afines a la materia prima coronta del
maiz (olote).

De la revision bibliografica se realizaron resumenes de articulos cientificos y otros
documentos relacionados al tema, sin dejar de mencionar el uso de las fichas de
contenido: cita textual y parafrasis, éstas necesarias para el enfoque de antecedentes
y marco tedrico. También se estructuraron tablas e ilustraciones, con el fin de explicar
y presentar un documento técnico cientifico donde se presentan los principales paises
productores de maiz, descripcion botanica, componentes de la estructura del olote,
propiedades fisico-quimicas del bioetanol y gasolina, elementos nutritivos necesarios

para el maiz, asi también los tipos de inhibidores y sus efectos sobre el proceso.

Por lo que se refiere a las figuras, estan representadas en el documento con
mayor frecuencia en el marco de referencia en donde se muestran ilustraciones como
la fermentacién alcohdlica, las tensiones medioambientales potenciales en la S.
Cerevisiae durante la fermentacién para producir etanol, por otro lado dentro del marco
de referencia y anexos también se muestran una serie de figuras que muestran la
estructura del olote de maiz, plagas y enfermedades, hasta una galeria de fotografias
que muestran el proceso agronémico para tener la materia prima utilizada en esta

investigacion.

Se utilizaron censos agricolas a nivel mundial, Centroamérica y Nicaragua
divulgados por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) y el Ministerio Agroforestal (MAGFOR), los que fueron de interés,
puesto que permitieron interpretar la produccién de maiz en el ciclo agricola 2014/15.
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Los graficos de barra y de pastel también fueron de utilidad para la representacion
resumida de la cuantificacion y cualificacion de la produccion mundial de bioetanol,
segun la Organizaciéon para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico y la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(OCDE/FAO). Por otro lado también se realizé la entrevista para recolectar
informacion, puede observarse en anexo 15 y disefio metodoldgico en seleccion de la

poblacion y muestras del estudio.

También se usaron etiquetas y libreta de campo para anotar los datos de
muestreo, asi mismo se elaboraron tablas para recopilar los datos de experimentacion,
en el proceso de hidrdlisis, cuantificacion de azucares reductores y fermentacion. De
igual forma fueron necesarias curvas de calibraciéon para la cuantificacion de los

azucares reductores y etanol.

4.5.2 Materiales para procesar lainformacién

Para el procesamiento de los datos se utilizé tablas para resumir los resultados
experimentales, como los de referencia bibliografica. Por otro lado se usaron también

las siguientes herramientas informaticas:

= Minitab 16: Programa utilizado para realizar el disefio de experimentos y
procesamiento de los datos experimentales

= Office Word 2010: Software utilizado para el procesamiento de textos, elaboracion
y edicién del documento

= Office Excel 2010: Software para la realizacion de calculos de resultados y
elaboracion de graficos, curva de calibracion y célculo de errores

= Office Paint 2010: Necesario para realizar modificaciones en algunas ilustraciones
del marco tedrico y anexos

= Office Visio 2010: Herramienta para elaborar los diagramas de bloques y equipos.
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453 Método

Para el desarrollo de las etapas de esta investigacion, se realizaron ensayos
analiticos de acuerdo a los objetivos planteados; la primera parte es la caracterizacion
de la materia prima, la cual se efectu6 bajo las referencias de las Normas TAPPI
(Technical Assosiation of the pulp and paper Industry). La Asociacion Técnica de la
Industria de la Celulosa y el papel, sociedad no gubernamental fundada en 1915 con
sede en Atlanta EEUU. TAPPI cubre tres campos principales: celulosa y papel,
empaques de corrugado y empaques de papel sintético, institucién reconocida por la

estandarizacion de métodos en este campo.

Cabe mencionar que la materia prima en estudio (coronta del maiz) en su
estructura quimica esta constituida principalmente por material celulésico, lo que hace
gue los métodos estandarizados por las normas TAPPI sean los indicados para la

realizacion de los analisis con resultados confiables.

Los parametros que se consideraron en la cuantificacion analitica para la
caracterizacion fisico quimica de la coronta de maiz son los siguientes; Determinacion
de: Humedad (TAPPI T 211 om-85), Cenizas con extractivos (TAPPI T 211 om-85),
pH (TAPPI T 2520m-90), Extractivos Totales (TAPPI, 264 om-88), Cenizas sin
extractivos (TAPPI T 211 om-85), % Celulosa (Método de Kurschner y Hoffer) y %
Lignina Klason (TAPPI T 222 om-88). (Procedimientos en Anexo 18).

Respecto a la obtencion de bioetanol a partir de la coronta de maiz variedad HS-
5, se utilizo el método de hidrolisis acida diluida y fermentacion separada, el cual puede
resumirse en tres etapas fundamentales: pretratamiento de la muestra, hidrélisis acida
donde el material lignocelulésico es convertido en azuUcares reductores totales,
cuantificados mediante el método de Miller acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS)
(procedimiento en Anexo 19), luego se sometid a un proceso fermentativo para
convertir los azucares reductores en alcohol, seguido de analisis Cromatogréafico para

la determinacién y cuantificacion de etanol.
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Cabe sefalar que este método se desarrolld0 a escala de laboratorio. Se
implementé el disefio de experimento Taguchi, (Anexo 17) reconocido en
investigaciones de alto nivel por estudiar todas las interacciones entre factores. Por lo
gue respecta a este estudio, se relacionaron todas las variables operacionales del
proceso definiendo dos niveles, uno bajo y otro alto, las corridas experimentales fueron

ocho, a continuacion se muestra el disefio de experimento.

Tabla 4.1 Disefio de experimento (Método Taguchi)

NO A B C D E F % AR
1 1 1 1 1 1 1 32
2 1 1 1 2 2 2 29
3 1 2 2 1 1 2 36
4 1 2 2 2 2 1 32
5 2 1 2 1 2 1 36
6 2 1 2 2 1 2 35
7 2 2 1 1 2 2 35
8 2 2 1 2 1 1 36
Fuente: Propia (elaborado en Minitab 16)
Tabla 4.2 Valores de las Variables operacionales con niveles alto y bajo
Variables operacionales Unidad de medida Niveles
Alto (2) | Bajo (1)
A | Masa de coronta Gramos (g) 20 10
B | Concentracion de acido sulfarico Porcentaje (%) 7 4
C | Temperatura de hidrolisis Grados Celsius (°C) 100 90
D | Tiempo de hidrdlisis Horas (H) 2 15
E | Porcentaje en masa de levadura % m/v 14 12
F | Tiempo de fermentacion Dias 6 8

Fuente: propia
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= Materiales

Materiales Marca | Capacidad/Tamafo Clase/Tolerancia
Matraces Volumétricos | Pyrex® | 500 mL Clase A/ £ 0.40 mL
Matraces Volumétricos | Pyrex® 250 mL Clase A/+0.12 mL
Matraces Volumétricos | Pyrex® 100 mL Clase A/+0.10 mL
Pipetas Volumétricas Pyrex® | 10 mL Clase A/+0.1 mL
Pipetas Volumétricas Pyrex® |5 mL Clase A/£0.05 mL
Probetas volumétricas Pyrex® |5 mL Clase A/+0.1 mL
Micro pipetas Comecta | 100 uL C0d.5904017/+0.8 pL
Micro pipetas Comecta | 500 L C0d.080942 /+0.8 mL
Micro pipetas Comecta | 5000 pL C0d.5904015/+0.8 pL
Probetas volumétricas Pyrex® | 25 mL Clase A/+ 0.02 mL
Probetas volumétricas Pyrex® | 50 mL Clase A/+£ 0.5 mL
Probetas volumétricas Pyrex® | 100 mL Clase A/£ 1.0 mL
Buretas Pyrex® | 50 mL Clase A/+0.05 mL
Beakers Pyrex® | 50 mL Clase A/+ 0.05 mL
Beakers Pyrex® 100 mL Clase A/+ 0.05 mL
Beakers Pyrex® | 250 mL Clase A/+ 0.05 mL
Beakers Pyrex® | 600 mL Clase A/+0.05 mL
Beakers Pyrex® 1,000 mL Clase A/+0.05 mL
Matraz erlenmeyer Pyrex® | 500 mL Clase A/£0.05 mL
Matraz erlenmeyer Pyrex® | 1000 mL Clase A/+0.05 mL
Kitazato Pyrex® 250 mL +0.05 mL
Termoémetro Fisher -10 a 260 °C +10C
Kits de destilacion Pyrex® | 24/40 Cod. 6949
Tubos de ensayo Pyrex® | 16 x 150 mm -

Vidrio reloj Pyrex® | 5 cm de didmetro

Agitadores de vidrio - 20 cm -
Espatulas Stainless Fisher 10 cm -
Embudo Buchner POBEL | 250 mL -
Tamiz - #3 -
Tapones de hule - #4,5,6,8,9 -
Pepel filtro Fisher -
Papel kraft - - -
Guantes de nitrilo CAPLIN | Talla mediana -

POINT

Papel Aluminio Fans - -
Papel toalla Nevax 100 hojas dobles -
Tijera - Mediana -
Libreta de campo Scribe Mediana -
Bolsas de polietileno Ziploc 26.8x24.1 x6.6 -
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= Equipos
Nombre Modelo Marca
Horno Conterrm J.P.Selecta
Mufla F62735 Thermolyne
Planchas de calentamiento | 29064 BUNSEN
Bafio Maria 3000916 J.P SELECTA
Campana de gases OR-ST 1200 Burdinola
Centrifuga Digicen 21 Ortoalresa
Balanza Analitica Adventure AR0640 Ohaus
Desecadores de Vidrio - Pyrex
pHmetro Basic 20+ Crison
Bomba KNF 391629
Frigorifico Industrial Stocklow G J.P.Selecta
Espectrofotometro Lambda EZ 201 Perkin Elmer
Cromatégrafo de gases 7890 Agilent
Laptop INSPIRON 14R DELL
* Reactivos
Nombre del Reactivo Formula Marca
Quimica
Acido Sulfarico 96.7 % | H2SOa ACS, para analisis J.T. Baker
de metales trazas
Acido Clorhidrico
HCI 10 % HCI Pureza media Fisher
Levadura _ Puro Fleischmann
Hidroxido de amonio NH4OH ACS Merck
Agua destilada H20 _ _
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= Procedimiento

1. Seleccion y recepcion de materia prima

La coronta del maiz variedad HS-5 se recolecté en el campo, donde se realiza
la extraccidbn mecanizada del grano, se seleccion6 de acuerdo a los criterios de

inclusién y exclusion y al sistema de muestreo establecido (Anexo 16).
2. Lavado de materia prima

Las muestras de coronta se sometieron a un sistema de lavado con agua del

grifo, para eliminar impurezas y material extrafio.
3. Secado

Después de lavarse las muestras se procedi6 a eliminar el exceso de humedad,

utilizando un horno eléctrico con un nivel térmico de 70 °C durante 6 horas.
4. Reduccién del tamafo

La coronta de maiz lavada y seca se tritur6 en un molino de discos hasta un
tamafio de particula de 3 mm, con el fin de aumentar la superficie de contacto,
favoreciendo los rendimientos en la hidrélisis, porcentaje de azucares reductores y
producto terminado, en este punto se tomaron las muestras para la caracterizacion

fisico quimica.
5. Pesado

Como punto de control se peso la cantidad de material que entré al proceso,
haciendo uso de balanza analitica, se pesaron cantidades de muestra de acuerdo a lo
indicado en el disefio de experimento (10 y 20 gramos), los datos de la masa sirven

como referencia para la determinacion de porcentajes de rendimiento y conversion.
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6. Hidroélisis acida diluida

Las muestras de coronta se trataron con acido sulftrico al 7 y 4 % segun el nivel
de trabajo en relacién al disefio de experimento, estos se sometieron a temperaturas
de 90 y 100 °C durante 1.5 y 2 horas, la cantidad de H2SO4 adicionado a la biomasa

fue en relacion 1:15 m/v.

Este proceso correspondi6 a hidrélisis acida diluida, utilizando bajas
concentraciones de acido y altas temperaturas, el producto de la reaccion es el
desdoblamiento en la estructura del material hemicelulésico en monémeros como la
D-glucosa y Xilosa principalmente. En el hidrolizado se obtiene un liquido que
corresponde a los azucares reductores y un solido que es la lignina y celulosa que no
reacciono, los solidos se separan del extracto azucarado mediante filtracién con fibra

de vidrio. La lignina se destina para otros fines de interés que se detallan en anexo 21.

7. Neutralizacion

Las muestras hidrolizadas se neutralizaron (reaccion 4.1) con solucion de
hidréxido de sodio al 7 y 4 % para regular el pH a un nivel < 5.3 y luego iniciar el
proceso fermentativo, esto favorece el metabolismo celular de la levadura

Saccharomyces cerevisiae, de igual modo la produccién de etanol.

En esta etapa finalizé el proceso de hidrolisis, por lo tanto se tomaron muestras
del hidrolizado para realizar andlisis de azlUcares reductores totales, mediante el
método espectrofotométrico de Miller Acido 3,5 — dinitrosalicilico (DNS) (Anexo 19.1).

H2SO4 + 2NaOH — Na:SO4 + 2H20 Reaccion (4.1)
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8. Fermentacion

La fermentacion se efectué separada de la hidrolisis, para esto fue necesario
preparar un cultivo de levadura patata Dextrosa (YPD) al 12 y 14 % del peso total de
los azucares reductores totales cuantificados en cada muestra. EI medio se preparé
con levadura saccharomyces cerevisiae (microrganismo capaz de metabolizar la
glucosa en alcohol) y como medio nutritivo peptona y glucosa, todos disueltos en agua
destilada, la relacibn masa de levadura, peptona, glucosa fue (1:2:2), luego las
muestras se esterilizaron en el autoclave a 121°C por 15 minutos, en seguida se
colocaron en una plancha de agitacion magnética a 220 rpm por 18 horas (Correa &
Mendoza, 2015).

El hidrolizado se someti6 a fermentacion anaerdbica tomando en cuenta
condiciones operacionales en el proceso como: porcentaje de inéculo de levadura 12
y 14 %, tiempo de fermentacion 6 y 8 dias de acuerdo a los niveles postulados en el
disefio experimental, asi mismo las muestras se agitaron cuatro veces al dia durante
10 minutos para liberar el COz2, el proceso fermentativo se realizé a temperatura

ambiente.
9. Desgasificacion

Uno de los productos en la reaccion de fermentacion es el COz, teéricamente 100
gramos de glucosa produce aproximadamente 50.4 g de bioetanol y 48.8 g de Diéxido
de Carbono (Kosaric, 2001), el cual tiene que ser separado del sistema en el proceso
fermentativo y aprovecharlo para otros fines. Para lo cual se coloc6 una manguera en
la parte superior del montaje de fermentacion, el CO2 se depositdé en un Becker con

agua.
10. Destilacién

Pasados los 6 y 8 dias se detuvo el proceso fermentativo, luego mediante

destilacién simple se procedié a separar el bioetanol producido del material hidrolizado
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gue no reaccion0, en esta operacion se controlé cuidadosamente la temperatura,
teniendo en cuenta el punto de ebullicién del bioetanol (78 °C). En Anexo 20 diagrama

ilustrativo del proceso a escala de laboratorio.
11. Almacenamiento

Finalmente el producto terminado se almacend en frascos de plasticos,
asegurando que estuvieran bien sellados, para evitar volatilizacion del producto. En
este punto se tomaron muestras de bioetanol para analizarlas mediante cromatografia

de gases, para identificacion y cuantificacion del alcohol etilico.
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Flujograma 4.1 Proceso de obtencion de bioetanol a partir de la coronta de maiz

AZUCARES REDUCTORES

ALCOHOLES (ETANOL )

Fuente: Propia
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Diagrama 4.1 Diagrama de equipos para la obtencién de bioetanol a partir de la
coronta de maiz
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5. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La organizacion y analisis de los resultados se fundamentan en los objetivos de
estudio.

5.1 Caracterizacion fisicoquimica de la coronta del maiz variedad HS-5

La caracterizacién de la materia prima, coronta del maiz variedad HS-5, se llevd
a cabo usando la metodologia mostrada en la seccion 4.4.2, anexo 18. Para cada
analisis se realizaron cinco réplicas, los resultados promedios se presentan en la tabla

5.1y las repeticiones en anexo 22.

Tabla 5.1 Caracterizacion fisico-quimica de materia prima coronta del maiz variedad
HS-5

NO Caracteristica Valor promedio Desviacion estandar
1 | % Humedad 0.2020 0.0084
2 | % Cenizas con extractivos 1.9560 0.0328
3 |pH 5.5660 0.1053
4 | % Extractivos totales 0.3627 0.0301
5 | % Cenizas sin extractivos 0.1140 0.0054
6 | % Celulosa 36.7052 1.4954
7 | % Lignina 19.7272 0.9000
8 | % Hemicelulosa 43.5676 2.0575

En la tabla 5.1 se observa que la composicion de la coronta, corresponde en
mayores porcentajes a la celulosa y hemicelulosa, estos resultados tienen una
diferencia de 10 % con los observados por (Negret & Cheng, 2010), esta se debe
probablemente a la variedad de maiz y a las labores agronémicas, cabe esperar que
este porcentaje contribuya a la mayor obtencion de azucares reductores tales como

glucosa y xilosa, por tanto mayores cantidades de alcohol.
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Asi mismo (Cuervo, Folch, & Quiroz, 2009) reporta 80 % de material
hemiceluldsico, similar al 80.3 % obtenido de la coronta del maiz variedad HS-5; se

espera resultados de azUcares reductores similares.

Por otro lado, se encontr6 que la cantidad de lignina, polimero aromatico de
estructura tridimensional compleja, ramificada y amorfa coincide con los registrados
por (Ramirez, 2009) quien reporta 17 %, de igual manera son semejantes a los datos
publicados por (Cérdoba, Salcedo, Rodriguez , & Delgado, 2013) con una diferencia
del 1.2 % en comparacion con los reportados en este estudio, a diferencia de lo que
reporta (Syawala, Wardiyati, & Maghfoer, 2013) con una diferencia significativa de 6.3

%, esto se atribuye a la variedad de coronta.

Con respecto a la composicién de la coronta de zea Mays L referente a su
contenido de Celulosa (36.7052 %), Hemicelulosa (43.5676 %) y Lignina (19.7272 %),
permite establecer, que este residuo agroindustrial tiene concentraciones adecuadas
en estas fracciones, siendo las dos primeras fuentes importantes de carbohidratos,
hidrolizables para obtener azlcares simples, Utiles como sustrato en procesos
biotecnoldgicos orientados a la produccién de alcohol, por encontrarse dentro del
rango (25-60% de celulosa, 1-45 % de hemicelulosa, 1-25% de lignina) de materiales

lignocelulésicos segun (Negret & Cheng, 2010).
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5.2 Variables operacionales

5.2.1 Hidrdélisis acida diluida

a) Efectos de los factores sobre el porcentaje de azlUcares reductores totales

Los factores analizados mediante la aplicacion del disefio de experimento
Taguchi, con arreglo ortogonal L8, en el proceso de hidrdlisis acida diluida fueron:
masa de coronta, concentracion de acido sulfarico, temperatura y tiempo de
hidrélisis, la variable repuesta de estos factores es el porcentaje de azlcares
reductores y totales, determinados mediante el método Acido 3,5 — dinitrosalicilico

(DNS), estos se muestran en la tabla 5.2

Tabla 5.2 Porcentajes de azlcares reductores totales

g g/g de Azucares % de AzlUcares
Reductores Totales? Reductores Totales?
E-1 2.5350 32
E-2 2.2950 29
E-3 2.9280 36
E-4 2.5760 32
E-5 5.8482 36
E-6 5.6118 35
E-7 5.6661 35
E-8 5.7188 36
Porcentaje de azlcares reductores totales estimado= 38*

El % promedio de los azlcares reductores totales estimado corresponde a 38,
este valor presenta diferencia significativa del 45 % en relacién con lo que reporta
(Da Silva, Chaves , & Cunha, 2013) y 38 % a lo presentado por (Cérdoba, Salcedo,

Rodriguez, & Delgado, 2013), esta diferencia se atribuye a la optimizacion y control

8 Procedimiento de Calculo en Anexo 19.1, método espectrofotométrico DNS (valores finales en
Anexo 23 Tabla 23.1)
4 9% Azucares reductores totales estimado, usando ANOVA en anexo 23 (seccion 23.1.1)
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de las variables operacionales en el proceso hidrolitico, sin embargo hay similitud
con el 34 % publicado por (Dongen & Delgado, 2010).

En la grafica 5.1 se muestran los efectos de los factores sobre la conversion
de azucares reductores en el proceso hidrolitico, sometidos a proceso fermentativo

para la produccion de Bioetanol.

Gréfica 5.1 Efecto de los factores sobre el porcentaje de los azlcares reductores
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En la grafica 5.1 se observa, que los factores masa de coronta, concentracion
de &cido sulfurico, temperatura y tiempo de hidrélisis tienen mayor inclinacion, por

lo tanto mayor efecto sobre la variable repuesta % de azucares reductores totales.

Para la optimizacion de la masa de coronta se considerara el nivel 2
correspondiente a los 20 gramos que representan el 80.2728 % del peso total del

material hemicelulésico, que se ve afectado positivamente con la influencia del
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factor temperatura en el nivel 2 (100 °C), provocando el rompimiento de los enlaces
B-1,4-O- glucosidicos de los polimeros del material hemicelulésico degradandose

en monomeros de glucosa, xilosa, arabinosa (AzlUcares Reductores Totales).

Por otro lado se considera trabajar con el nivel bajo (1.5 h) para el factor tiempo
de hidrélisis, puesto que la reaccion quimica de la degradacion del material
hemiceluldsico se da en tiempos cortos, en caso contrario los azucares reductores
se degradan en subproductos como furfural e hidroximetilfurfural que causan

efectos negativos en el proceso fermentativo (Oliva, 2014).

Con respecto al factor concentracién de acido sulfdrico se observa que tiene
efecto sobre la variable repuesta, pero con el fin de reducir costos e impacto
ambiental, puede fijarse un valor intermedio del nivel 1y 2 estimado como el 5 %.

5.2.2 Fermentacion separada

b) Efectos de los factores sobre el porcentaje de conversion y rendimiento

de bioetanol

La conversion y el rendimiento de bioetanol son las variables repuesta en el
proceso fermentativo, se consideran todas las condiciones operacionales: masa de
coronta, concentracién de acido, temperatura y tiempo de hidrolisis, como variable
respuesta el porcentaje de azlcares reductores totales, por lo cual, en la
fermentacién entran los azucares reductores. Se manipulan las variables masa de
levadura saccharomyces cerevisiae y tiempo de fermentacién para tener como
repuesta la produccion de bioetanol. En la tabla 5.3 se presentan los resultados del

% de conversién y rendimiento.
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Tabla 5.3 Porcentajes de conversion de azucares reductores totales y rendimiento
de bioetanol

N® Experimento Porcentaje de Porcentaje de
Conversion (%X)® Rendimiento (%R)8
E-1 42 84
E-2 28 56
E-3 46 91
E-4 31 61
E-5 39 78
E-6 35 70
E-7 39 77
E-8 32 64
Porcentaje de Conversién estimado= 39’
Porcentaje de Rendimiento estimado= 79’

En la tabla 5.3 se observa que el experimento tres en comparacién con los
demas experimentos tiene mayor porcentaje de rendimiento y conversion de
azucares reductores totales en alcohol, esto confirma el alto contenido de azucares

obtenidos en el proceso de hidrélisis.

En la grafica 5.2 se representan los efectos de los factores sobre el porcentaje

de conversion de azulcares reductores en bioetanol en la etapa de fermentacion.

5 9% X=masa experimental de Bioetanol / masa de azucares reductores x100 (valores en anexo 23
tabla 23.1)

6 % R= masa experimental de Bioetanol / masa tedrica de bioetanol referente a los azlcares
reductores totales x 100 (valores en anexo 23 tabla 23.1)

7% X, % R estimado en la etapa de fermentacion, procesado con ANOVA en anexo 23 (seccion
23.1.2)
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Gréafica 5.2 Efectos de los factores sobre el porcentaje de conversion de los

azucares reductores en bioetanol

Grafica de efectos principales para Medias
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La grafica 5.2 indica que el nivel bajo (12%) del factor masa de levadura
saccharomyces cerevisiae ejerce efecto positivo sobre la conversién de azucares
reductores en bioetanol, dado que el aumento en la masa del indculo representa
mayor cantidad de células, utilizando azlcares reductores a un ritmo constante,
resultando un aumento general en la velocidad de utilizacion de estos, los que
pueden transformarse en acido acético (Pejo M. E., 2010), por lo tanto el tiempo

optimo de fermentacion corresponde al nivel 2 (8 dias).

Por otro lado la optimizacion de los factores masa de levadura nivel 1 (12 %)

y tiempo de fermentacion (8 dias), se resume en términos econdémicos.
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5.2.3 Analisis del proceso general

c) Efecto de los factores sobre la conversion y rendimiento del proceso global

El porcentaje de conversion y el porcentaje de rendimiento son las variables
repuestas en el proceso general (hidrélisis acida — fermentacién separada) para la
obtencién de bioetanol, a partir de la coronta de maiz variedad HS-5, los resultados
se muestran en la tabla 5.4.

Tabla 5.4 Porcentaje de rendimiento y conversion para el proceso global

NO Experimento Porcen_t'aje de Po_rcgntaje de
Conversion (%X)® Rendimiento (%R)°
E-1 11 13
E-2 6 8
E-3 13 17
E-4 8 10
E-5 11 14
E-6 10 12
E-7 11 14
E-8 9 12
Porcentaje de Conversion estimado= 2410
Porcentaje de Rendimiento estimado= 30°

En la tabla 5.4 se observa que el experimento 3 presenta mayor porcentaje de
conversion y rendimiento en relacion a los demas experimentos. Esto se debe
principalmente al arreglo de las variables operacionales para la optimizaciéon y
control del proceso global. En las graficas 5.3 y 5.4 se presentan los efectos de los

factores sobre el porcentaje de conversion y rendimiento.

8 %% X=masa experimental de bioetanol / masa de coronta alimentada x100 (valores en anexo 23
tabla 23.1)

9 % R= masa experimental de bioetanol / masa teérica de bioetanol (referente al porcentaje de
material hemicelulésico) x 100 (valores en anexo 23 tabla 23.1)

1004 X, % R estimado en la etapa de fermentacion, procesado con ANOVA en anexo 23 (seccién
23.1.2)
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Gréfica 5.3 Efecto de los factores sobre el porcentaje de conversion en el proceso

global
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Gréfica 5.4 Efecto de los factores sobre el porcentaje de rendimiento en el proceso

global
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En las gréficas 5.2 y 5.3 se observa que los factores, masa de coronta, masa
de levadura, concentracion de acido sulfurico, tiempo y temperatura de hidrélisis,
son los que presentan mayor incidencia en las variables respuestas porcentaje de
conversion y rendimiento en el proceso global, para la obtencién de bioetanol, a
deferencia del tiempo de fermentacion, que tiene menor significancia. Mismos

efectos observados en el control de las etapas individuales del proceso.

Se establecen las condiciones Optimas de las variables operacionales en la
obtencion de bioetanol a partir de la coronta de maiz variedad HS-5 por el método
de hidrdlisis &cida diluida-fermentacion separada: masa de coronta 20 g,
concentracion de &cido sulfarico 7%, temperatura de hidrdlisis 100 °C, tiempo de

hidrolisis 1.5 h, masa de levadura 12 % y tiempo de fermentacion 8 dias.

Asi mismo, mediante andlisis de varianza se determiné el ajuste de dichas
variables, teniendo como resultado 24 % de conversion y 30 % de rendimiento para
el proceso global, destacando que el porcentaje de conversion supero el 8.40 %
reportado por (Yah, Sunny, & Unuabonah, 2010), con diferencia significativa de 15.6
%, sin embargo el porcentaje de rendimiento es menor en comparacion con el 86.9
% y 79.7% publicado por (Bellido, 2013), esto probablemente por los
pretratamientos de explosion de vapor y ozondlisis que recibio la muestra de Bellido,
también por el uso de levadura Pichia Stipitis capaz de fermentar hexosas y

pentosas en dicha muestra.
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Con base al analisis de resultados de la caracterizacion de la coronta y la

transformacion de esta a bioetanol, se observaron los principales efectos de los

procesos de hidrdlisis &cida-fermentacion separada resultando que:

1.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la coronta del maiz variedad HS-5 son: %
humedad 0.2020, % cenizas 0.1140, % extractivos totales 0.3627, pH 5.5660, %
celulosa 36.7052, % lignina 19.7272, % hemicelulosa 43.5676.

. Las condiciones 6ptimas de las variables operacionales son: masa de coronta

20 g, concentracién de H2SO04 7 %, temperatura 100 °C, tiempo de hidrolisis

1.5 h, masa de levadura 12 % y tiempo de fermentacion 8 dias.

. Mediante analisis Cromatografico se identifico la presencia de bioetanol con

tiempo de retencion de 2.413 minutos.

. Con la optimizacién de las variables se obtiene 24 % de conversion y 30 % de

rendimiento para el proceso global, equivalente a producir 5, 783,834.59 barriles
de bioetanol anuales con los 3, 207,050 toneladas de residuo generado, esto

compensa en 53 % la demanda anual de hidrocarburos en Nicaragua.
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Con base a las conclusiones de este estudio se recomienda:

1. Incrementar los niveles de temperatura por encima de los 100 °C en la etapa de

hidrolisis para aumentar el porcentaje de conversion y rendimiento.

2. Usar cultivo de levaduras mixtas (Pichia Stipitis, Saccharomyces Cerevisiae) en
el proceso de fermentacion, para convertir todos los azlcares reductores en

alcohol.

3. Cuantificar los azucares reductores especificos (glucosa, xilosa, manosa,

arabinosa)

4. Evaluar otros tipos de hidrodlisis (térmicas a condiciones supercriticas) con el fin

de mitigar la contaminacién ambiental provocada por la hidrdlisis &cida.

5. Utilizar la lignina generada en el proceso para obtener otros productos de interés
industrial (hidrocarburos aroméaticos).

6. Realizar este estudio a todos los residuos agroindustriales del maiz (bractea, hoja

y cafa).
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Anexo: 1
1.1 Zonificacién ecoldgica del cultivo de maiz
Tabla 1.1 Zonificacion ecoldgica del cultivo del maiz (Zea Mays L)
) . . Epoca de
Region | Aptitud Localidad p
siembra
Optima | Jalapa, Jicaro, Quilali Primera
San Fernando, Esteli, Pueblo Nuevo, Primera 'y
Buena
Casa Blanca Postrera
Regular | Condega, Somoto, Ocotal, Yali Primera
Buena Chfchlgalpa, Posoltega, El Viejo, Primera
I Chinandega
La paz Centro, El Sauce, Nagarote, .
Regular . Primera
Somotillo
1] Regular | Zambrano Primera
Optima Masayzjl, Nindiri, Las pilas, Los Altos, Primera
" Cofradia
Nandaime, Tola, Diriamba, Nancimi, .
Buena Primera
Veracruz, Ometepe, San Marcos
\Y, Buena | Nueva Guinea, El Caracol, Yolaina Postrera y
Apante
AL Pant , Sucali, S lali, San Dionicio, .
VI Optima antasma, Sucali, Samulali, San Dionicio Primera

Wiwili.

Fuente: (Loasiga, 2007)
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Anexo: 2

2.1 Caracteristicas agronémicas de variedades de maiz en Nicaragua

Tabla 2.1 Caracteristicas agronémicas de variedades de maiz recomendados en

Nicaragua
Dias Dias a
Variedades cosecha | Rendimiento Region .
. a ; Procedencia
e hibridos flor (ciclo gq/mz recomendada
vegetativo)
Mejoradas
NB-100 45 95 40-50 I,V P.N.M
NB-6 56 110 60-70 i, 1, v P.N.M
NB-12 56 110 55-65 IRIIBAYALY P.N.M
NB-30 50 100 45-50 LI IV P.N.M
Hibridos
B-833 65 130 70-80 [, V, VI DEKALB
HS-5 57 115 80-85 [, V, VI AGROMER
Fuente: (Loasiga, 2007)
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Anexo: 3

3.1 Métodos de Siembra en Nicaragua

Esta préctica agricola se hace de acuerdo al sistema de produccién que tiene
cada region. Es importante mantener la estructura fisica, quimica y biolégica del
suelo, que determinan la fertilidad, erosion, infiltracion y almacenamiento de agua,
asi como el desarrollo y proliferacion de las malezas y el crecimiento del sistema.
La labranza se puede realizar de forma manual, al espeque, con animales de tiro e
implementos sencillos o de forma motorizada, con tractores e implementos mas

complejos en su construccion y operacion (INTA, 2015).

3.1.1 Labranza Manual o con espeque

Esta se efectla especialmente en terrenos con pendientes mayores al 20%,
utilizando para ello el chuzo o espeque para hacer un hueco en el suelo y depositar
la semilla. El distanciamiento entre surco oscila entre 0.80 a 0.90 cm vy; entre
posturas, 0.40 a 0.50 m, depositando 2 semillas en cada una de ellas, para obtener
una densidad de 50,000 plantas por hectarea (43,750 plantas/mz). La poblacién
Optima para una produccion satisfactoria es 65,000 plantas/ ha (45,000 plantas/mz)
que se obtiene con un distanciamiento entre surco de 0.8 m a 0.40 cm entre postura

y dos plantas por postura (INTA, 2015).

3.1.2 Mecanizada o con traccion animal

Este método se utiliza en terrenos de topografia plana a semiplana, donde
tanto la preparacion del suelo como la siembra pueden ser mecanizadas. Se puede
también realizar la preparacion de suelo (arado, rastra) con maquinaria; luego,
surcar con bueyes y sembrar en forma manual, dejando un distanciamiento entre
surco de 0.80 a 0.90 cm, y 0.40 a 0.50 cm entre postura, depositando 2 semillas en

cada una.
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Cuando las areas son mas grandes, la siembra se efectia con maquinaria,
con un distanciamiento entre surco igual que el anterior, la sembradora deposita de
10 a 12 semillas por metro lineal, efectuando posteriormente un raleo para dejar un
distanciamiento entre plantas de 0.20 a 0.25 cm. En ambos sistemas, la densidad
puede variar entre 50,000 a 60,000 plantas por hectarea (35,000-40,000

plantas/mz).
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Anexo: 4

4.1 Morfologia del maiz

Figura 4.1 Morfologia de la planta de maiz

> Inflorescencia Femenina

Inflorescencia Masculina

> Coronta (olote)

Fruto

Hojas

Tallo

Bractea (tuza)

Pedunculo

Sistema Radicular

Fuente: Estructurado por autoras
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Figura 4.2 Hojas de la planta de maiz ~ Figura 4.3 Pedlnculo de maiz
>

Fuente: (Morfologia del maiz , 2012) Fuente: (Ciclo del maiz, 2012)

Figura 4.4 Bractea o tuza de maiz Figura 4.5 Coronta (olote)

Fuente: (Montiel, Fotografia tomada en Finca Montiel, 2015)

Figura 4.6 Granos de maiz

<7

endospermo ——

|« pericarpio _
' (cascara)

o germen  ——s
‘\- \

e DIlOITI 70 —

Fuente: (Variedades y razas del maiz , 2014) Fuente: (Cardoza, 2006)
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Anexo: 5

5. Requerimientos Nutricionales del Maiz

5.1 Nitrégeno

La demanda de Nitrdgeno aumenta conforme la planta se desarrolla; cuando
se aproxima el momento de la floracion, la absorcion de este elemento crece
rapidamente, en tal forma que al aparecer las flores femeninas, la planta ha
absorbido mas de la mitad del total extraido durante todo el ciclo. Los hibridos de
alto rendimiento en grano necesitan unos 30 kilogramos de Nitr6geno por cada

tonelada de grano producida (Marenco, 2010).

5.2 F6sforo

Aunqgue la cantidad de Fosforo en la planta de maiz es baja en comparacion
con el Nitrogeno y el Potasio, este es un elemento importante para la nutricién del
maiz y las mayores concentraciones se presentan en los tejidos jévenes. También
este elemento es importante para el desarrollo radicular. La cantidad de Fésforo
extraida por las plantas en condiciones normales de cultivos es aproximadamente

10 kilogramos por tonelada de grano cosechado (Marenco, 2010).

5.3 Potasio

Este micronutriente es esencial en los procesos metabdlicos, juega un rol clave
en la fotosintesis, promueve la sintesis, translocacion y el almacenamiento de
carbohidratos y optimiza la regulacion hidrica en los tejidos vegetales. Estas
multiples funciones del potasio hacen que sean numerosos los efectos positivos de
la fertilizacion potésica: promocion del crecimiento radicular, aumento en la

resistencia a la sequia y bajas temperaturas, disminucion a la incidencia de plagas
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y enfermedades, reduccién de la tendencia al vuelco, todos estos efectos explican

por qué el potasio aumenta el rendimiento y la calidad del cultivo (Imas, 2012).

5.4 Fertilizacion

El maiz es muy exigente en elementos nutritivos, comparado con otros
cultivos, por lo que en un plan de fertilizacion se debe tomar en cuenta los resultados
del analisis quimico del suelo y su recomendacion, esto le garantiza suplir de los
elementos nutritivos necesarios a la planta y evitar gastos innecesarios. EI método
de aplicacion del fertilizante mas recomendable es por postura e incorporado;
aunqgue existen otros, tales como: postura superficial y en banda. Para mejores es
indispensable que exista buena humedad en el suelo. De no contar con el analisis

de suelo se recomienda uno de los planes siguientes (Imas, 2012).

5.4.1 Para suelos de textura fina (francos y franco-arcilloso)

Aplicar 325 kg/ha de formula 16-20-0 (5 gg/mz) a la siembra, u ocho dias
después de siembra, como primera fertilizacion: la segunda, hacerla con 253 kg/ha
(4 gqg/mz) de Sulfato de Amonio o 116 kg/ha (180 Ib/mz) de Urea, a los 30 dias
después de siembra.

5.4.2 Para suelos de textura gruesa (arenosos)

Aplicar como primera fertilizacion, 325 kg/ha de formula 16-20-0 (5 gg/mz) a
la siembra, o0 hasta ocho dias después de la siembra. Una segunda fertilizacion a
los 30 dias después de siembra con 130 kg/ha (2 gg/mz) de Sulfato de Amonio. En
una tercera fertilizacion, 45 dias después de la siembra, se deben aplicar 65 kg/ha
(12 qg/mz) de Urea.
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Anexo: 6
6.1 Principales malezas que afectan el cultivo de maiz
Tabla 6.1 Principales malezas que afectan el cultivo de maiz
Tipo de maleza Género y Especie Nombre Comun

Baltimore recta )
Flor amatrilla

Bidens pilosa
P Mozote, mozote negro

. . Flor amarilla, hierba de chucho
Melampodium divaricatum

Physalis sp Tomatillo, farolito
Amaranthus spinosus Bledo o guisquilite

Hoja ancha Ageratum conyzoides Santa Lucia, mejorana
Euphorbia hirta Golondrinilla, hierba de sapo
Boerhavia erecta Palo de leche
I[pomoea sp Campanilla
Portulaca oleracea Verdolaga
Sida sp Escobilla

Eleusine indica Zacate amargo, pasto de

gallina
Hoja angosta Digitaria sanguinalis Salea
ramin .
(gramineas) Ixophorus unixetus Zacate de agua
Cynodon dactylon Pasto bermuda, barrenillo
Sorghum halepense Zacate Johnson

Fuente: (Flores, 2012)
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6.2 Control de malezas

6.2.1 Mecanico

Consiste en realizar labores manualmente (con cuma, azadén) o mecanizada
(con cultivadora adaptada a un tractor), dependiendo del tipo de terreno. Si las
malezas se combaten mecanicamente, se deben efectuar dos limpias durante los
primeros 30 dias de crecimiento del cultivo, en forma superficial, sin dafiar el sistema

radicular del cultivo (Flores, 2012).

6.2.2 Quimico

Consiste en aplicar herbicidas solos 0 mezclados inmediatamente después de
la siembra (pre siembra) o pos emergencia, cuando las malezas tengan dos o tres
hojas. Este control tiene la ventaja de evitar dafios al sistema radicular de las plantas
(Flores, 2012).

En la siguiente tabla se presentan algunos herbicidas con sus respectivas
dosis, que pueden ser utilizados en el control de malezas en el maiz, con sus
respectivas dosis. Al aplicar estos productos, se debe ser tener cuidado, ya que sus
dosis varian con la edad de las malezas, tipo de suelos, contenido de materia
organica, asi como de las condiciones climéticas del lugar (temperatura, viento y
otras) (Flores, 2012).
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Tabla 6.2 Control quimico de malezas en el cultivo de maiz

- Dosis -
Herbicida o Epoca de Malezas -
Producto ., Observacion
mezcla . aplicacion controladas
Comercial
0.5-1.0 Pre emergente | Dicotiledoneas y | Aplicar antes que emerja el cultivo y malezas. Su
Diuron k /mlz a cultivos y gramineas acciéon es menor en suelos con alto contenido de
g malezas anuales P20s. No usar en suelos livianos tiene accion total.
Dicotiledoneas Aplicar antes que emerja el cultivo y malezas. Su
0.7-1.0 Pre emergente . y P . d J y .
. gramineas accion es menor en suelos con alto contenido de
Alachlor (4 EC) L/mz a cultivos y - .
anuales P20s. No usar en suelos livianos y percola. Tiene
malezas .
accion total.
Pre emergente
150 y pre siembra | Gramineas Actla por via al suelo. Tiene residualidad en el suelo
Alachlor (4EC) L?mzs incorporada anuales por un periodo de 6 a 10 semanas.
Gramineas
Pendimethalin dificiles de Tiene acciéon residual en el suelo; se requiere de
500 1.5-2.5 Pre emergente | controlar y humedad de campo en el suelo para activarse.
L/mz algunas Preferible usar solo en el sistema convencional.
dicotiled6neas
Basagran 1525 Post Ciperaceasy Actua por via al follaje, efectivo en estados
.L/mi emergente a Dicotiledéneas tempranos de dicotiledoneas.
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cultivos y
malezas
Post Actia por via del follaje. Es sistémico, efectivo en
Glifosato 1.0-2.0 emergente Todo tipo de P I ! .
cero labranzas y se deben esperar cinco dias para
35.6% L/mz alamalezay | malezas
. sembrar.
Pre al cultivo
. 1.5-3.0 . . :
Glifosato 24% Limz Idem Glifosato | Idem Glifosato Idem Glisofato
Cuando las malezas estén pequefas y el maiz tenga
una altura de 15 cm, dirigir la aplicacion dentro de
L surco para evitar contacto con el cultivo. Evitar
. 0.25-1.0 | Post Dicotiledoneas P . . . .
2,4-D Amina Ny acarreo por el viento hacia cultivos susceptibles.
L/mz emergente y Ciperaceas . . L
Evitar el uso del equipo de aspersion del 2,4-D para
aplicaciones de insecticidas y fungicidas en cultivos
susceptibles.
Post
?,4-D 1.0-15 emc_ergente a chgtllefionea Idem 2.4-D Amina
+Dicamba L/mz cultivos y y Ciperaceas
malezas
Dicotiledénea,
Fenoxiacetico Post Ciperaceas, .
1.0 kg/ha P Idem 2,4-D Amina
80 SP emergente [pomoea
(Bejucos)

Fuente: (Flores, 2012)
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Anexo: 7
7.1 Plagas y enfermedades que atacan el cultivo de maiz
Tabla 7.1 Plagas del suelo en el cultivo de maiz
Nombre comun | Nombre cientifico Dafio Control

Se alimentan de

Tratar la semilla
con insecticidas

muerte de la
planta

- Gallina ciega las raices y base
- Phyllophaga spp como:
- Chorontoco del tallo por lo que
- Anomala spp carbosulfan en
- Oruga, gusano : causan la .
- Ciclocephala spp i dosis de 225
blanco  Lvairus s marchitez y amos/25
- Joboto Yo P muerte de la g :
libras de semilla
planta
Se alimentan de Imidacloprid en
las raices y base | dosis de 136 g/30
- Gusano de - Metanotus sp del tallo, causan Libras de semilla
alambre Aeolus sp la marchitez y Thiodicard 1 L/46

kg de semilla. 250

cc/25 |Ib de semilla

Dafa los granos

Los productos
anteriores son
especificos para
usarse en

y cortadores

planta

. proximos a tratamiento
- Blapstinus sp : :
. germinar y las a la semilla, pero
- Piojo de zope | - Ulus sp . -
 Epitragus s raices de las puede utilizarse
pitrag P plantulas se productos
doblan y mueren | granulados al
suelo como
foxim, 64/ha (100
Ib/mz)
-Gusano Se alllmentan de 12 a 18 kg/ha.
- Cuerudo : las raices y base .
: - Agrotis sp Clorpirifos, 9-13
- Tierreros, . del tallo, causan
- Feltia sp kg/ha (15-20
hacheros la muerte de la

Ib/mz)

Fuente: (Alvarado, 2007)
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7.2 Insectos y plagas de follaje

A continuacién, se presentan los principales insectos y plagas que atacan el

follaje y que son de interés econdmico en el cultivo de maiz variedad HS-5

7.2.1 Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda)

Es una plaga universal de importancia econdémica, dependiendo de algunos
factores como la edad de la planta, estadio de plaga, condicion del clima, asi es la
severidad del ataque. Cuando el clima es caliente y seco, las larvas completamente
desarrolladas, que han caido al suelo antes de convertirse en pupas, empiezan a
alimentarse en la base de la planta, cercenando el tallo tierno. En periodos de

sequia su presencia y accion puede ser fatal.

Dafio: corta el tallo cuando las plantas recién
emergen y cuando estan bien desarrolladas, la
desfolian; puede atacar la flor masculina, lo cual provoca
interrupcion del proceso normal de polinizacién. También
ataca perforando la mazorca tierna por lo que se conoce

COmo gusano elotero.

Fig 7.1 (Trujillo, 2013)
7.2.2 Tortuguillas (Diabrotica sp, Acalymma sp, Cerotoma sp, Colaspis sp)

Dependiendo de su densidad poblacional puede

tener poca o mucha importancia, especialmente como

adultos en las plantulas y como larvas en las raices.

Fig 7.2%2 (Trujillo, 2013)

11 Dafios causados en el follaje por los gusanos cogolleros llegan hacer muy evidentes
12 | arvas de tortuguilla
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Dafo: Los adultos comen el follaje, pueden dafar los
estigmas de la flor femenina (jilote), afectando Ila
polinizacion, lo cual provoca un mal llenado de grano en la
mazorca; las larvas o gusanos pueden taladrar las raices, lo

que puede resultar en tallos deformados (curvos o

inclinados).
Fig 7.33 (Trujillo, 2013)

7.2.3 Chicharrita del maiz, cigarrita (Dalbulus maydis)

Dafio: Los adultos y ninfas chupan la savia en la base
de las hojas y pueden causar amarillamiento, pero su
principal afectacion estriba en que son transmisores de los

virus que provocan el achaparramiento y el rayado fino del

maiz. La mayor incidencia de estos problemas se da en

zonas bajas.

Fig 7.4 (Trujillo, 2013)

7.2.4 Gusano medidor (Mocis latipes), falso medidor (Trichoplusia ni)

Esta plaga tiene importancia relativa, ya que su aparicion es esporadica y
localizada; cuando aparece puede provocar serios dafios al follaje como

perforaciones.

13 Tortuguilla alimentandose de los margenes foliares
14 Chicharrita adulta (Dalbulus maidis) transmisora del virus de achaparramiento
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Anexo: 8
8.1 Enfermedades que afectan el cultivo de maiz Variedad HS-5

8.1.1 Roya comun (Puccinia sorghi)

Enfermedad ampliamente difundida,
alcanza mayor importancia cuando las plantas
se acercan a la floracion. Se le puede
reconocer por las pustulas pequefas y
pulverulentas, en ambos lados de la hoja
(Mendoza, 2012).

Fuente: (Mendoza, 2012).
8.1.2 Mancha foliar por Curvularia (Curvularia lunata)

Enfermedad causada por hongos, los
cuales producen manchas pequefias necroticas
o cloréticas con una aureola de color claro. La
enfermedad estd generalizada en las zonas
maiceras, cdlidas y humedas, donde puede
causar dafos considerables en la variedad en
estudio (Mendoza, 2012).

Fuente: (Mendoza, 2012).
8.1.3 Mancha café (Physoderma maydis)

Ocurre en lugares con precipitacion pluvial
y temperaturas altas; ataca las hojas, los tallos y
algunas veces hasta las bracteas de la mazorca.
El control para esta enfermedad no se ha

establecido; aunque se han realizado

investigaciones para ello, sélo se tienen trabajos
relacionados con la resistencia genética. (Mendoza, 2012).
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8.1.4 Achaparramiento del maiz (Micoplasma helicoidal o Spiroplasma)

Es una enfermedad transmitida por la
chicharrita del maiz (Dalbulus maydis), cuyo
sintoma se manifiesta, como su nombre lo indica,

por el enanismo o achaparramiento de la planta.

Esta enfermedad provoca también el
acortamiento de los entrenudos, ramificacion
excesiva de las raices, proliferacion de mazorcas
estériles lo que reduce la produccién y en casos
severos, la planta muere. Se recomienda sembrar
hibridos resistentes a la enfermedad (Mendoza,
2012).

8.1.5 Pudricion de mazorca por Nigrospora

La variedad en estudio es resistente a esta

enfermedad, sin embargo en la siguiente imagen se

8825 -

muestran los dafios que causa en otras variedades
de maiz por ejemplo el maiz amarillo. Las mazorcas
se disecan (momifican) y tienen poco peso; los

granos se manchan y se desprenden facilmente del

‘\
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Anexo: 9

9.1 Caracteristicas que debe presentar la mazorca para la recoleccion

mecanizada

1. Altura de insercién de la mazorca no debe ser muy alta. Si esta es muy alta, los
rodillos de la maquina deberan de recorrer una gran longitud de tallos, pudiendo
producir atascos

2. Homogeneidad en la altura de insercion

3. Dureza del tallo en la regién donde se asienta la mazorca, lo que facilita su
ruptura

4. Espesor y cobertura de las bracteas

5. Grosor de la mazorca.

9.2 Extraccion del grano manual y mecanizado
9.2.1 Extraccion manual

Esta operacion consta de dos etapas, la primera consiste en la extraccion
manual de la tuza con la ayuda de un cuchillo hacen una insercidon desde la capa
externa de la mazorca atravesando la bractea (tuza) hasta la capa mas interna de
esta, luego ejercen fuerza y extraen la tuza y algunos residuos de pelaje, de tal

forma que la mazorca queda lista para la segunda etapa.

La segunda etapa consiste en la aporrea de la mazorca para finalmente extraer
el grano, es esta operacion fisica se hace uso de una hamaca de nylon la cual es
sujetada de cuatro extremos firmes y dentro de la hamaca se introducen las
mazorcas y con un pedazo de madera firme dan golpes a las mazorcas, y por los
orificios de la hamaca salen los granos que caen en una tela, en la hamaca quedan
Gnicamente las corontas que luego los almacenan es sacos de polietileno o son

desechados. En las imagenes siguientes se ilustra esta operacion.
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Figura 9.2.1 Recoleccién del maiz después de separarlo de la planta

Fuente: Capturada por autoras en Finca Montiel

Figura 9.2.2 Residuos de maiz que quedan en el campo después de la
recoleccion de la mazorca

Fuente: Capturada por autoras en Finca Montiel

Figura 9.2.3 Extraccion manual de la tuza de maiz

Fuente: Capturada por autoras en Finca Montiel
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Figura 9.2.4 Extraccion manual del grano de maiz

Fuente: Capturada por autoras en Finca Montiel

Figura 9.2.5 Residuo agroindustrial (coronta) que es generado después de la
extraccion manual del grano de maiz

Fuente: Capturada por autoras en Finca Montiel
9.2.2 Extraccién mecanizada

Esta forma de recoleccion del maiz, es realizada por los grandes productores
que siembran en terrenos planos, los cuidados que se deben tener son: que el grano
haya alcanzado la madurez fisiologica, que tenga el 20% de humedad o menos,
plantio limpio de malezas; ambiente seco a fin de que la tuza se separe facil y no
transmita humedad al grano, en las siguientes imagenes se presenta el desgrane

mecanico.
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Figura 9.2.6 Extraccidon mecanica del maiz

Fuente: Capturada por autoras en Finca Montiel

Puede observarse en las imagenes que hay diferencia entre la extraccion
manual y mecanizada, en la primera los residuos tuza y olote se separan en dos
cumulos, mientras que en la mecanizada la mazorca se deposita en la tolva del
tractor y hay una separacion, por la parte inferior sale el grano de maiz y por un tubo

superior salen los residuos tuza y olote.

Figura 9.2.7 Residuos generados (tuza y olote) en la extracciébn mecénica

Fuente: Capturada por autoras en Finca Montiel
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Anexo: 10
10.1 Estructura y composicién quimica del material lignoceluldsico

Figura 10.1.1 Vista general de la estructura y composicion quimica de la biomasa

(elulosa.
260

Fuente: (Bidlack, Malonge, & Benson, 2000)

Figura 10.1.2 Estructura primaria de la celulosa

Unidad de celobiosa !

OH |1 CH,OH OH
HO 0 HO 0/’1
,0 OHO ’O o
0 CH,0H
4| CH,OH 2

Fuente: (Bidlack, Malonge, & Benson, 2000)
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Figura 10.1.3 Unidad de celulosa mostrando los grupos mas voluminosos en
posicion ecuatorial y los hidrogenos en la axial

Fuente: (Bidlack, Malonge, & Benson, 2000)

Figura 10.1.4 Fibrilla elemental o micela

Region amorfa
Vs

o2 N "
Region cristalina

Fuente: (Bidlack, Malonge, & Benson, 2000)

Figura 10.1.5 Estructura de una microfibrilla

Microfibrilla

Fibrilla elemental
Celulosa

Glucosa

Fuente: (Ballesteros, Negro, & Oliva, 2006)
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Figura 10.1.6 Representaciones de Haworth de las principales hexosas presentes
en la hemicelulosa

CH,0H CH,OH CH,0H
B-D-glucopﬂ‘almrsa B-D-lllalloplranosa a—D-galactopu‘anosa

Figura 10.1.7 Representaciones de Haworth de las principales pentosas
presentes en la hemicelulosa

H
OH HOH,C
OH
CH

o-D-xalanopiranosa o-L-arabinofuranosa

Figura 10.1.8 Representaciones de Haworth de las principales pentosas
presentes en la hemicelulosa

CO.H CO,H COsH
OH
OH CH
HyCO
OH
p-D-Glepu © B-D- GaIpIJ 4-O-Me-o,3-D-GlepU

Fuente: (Bidlack, Malonge, & Benson, 2000)
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Figura 10.1.9 Subestructuras de la lignina donde muestran enlaces tipo éter 3-O-4
y formas condensadas

Ol OH HO
OH . o~
HO VB0 ‘ OOM@
OH
HO 0 0
0
Ohie HO
Ol
MO
0

Fuente: (Bidlack, Malonge, & Benson, 2000)
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Anexo: 11

11.1 Caracteristicas del etanol de primera y segunda generacion

Tabla 11.1 Caracteristicas del etanol de primera y segunda generacion

Primera Generacion (1G)

Segunda Generacion (2G)

Almidones (papa, yuca, maiz y trigo) y
azucares (cafia de azucar, melazas,
remolachas y sorgo dulce)

Celulosas (madera, aserrin, pastos y
residuos agricolas como la coronta de
maiz)

Caracteristicas

Caracteristicas

Pueden utilizarse mezclados con un
bajo porcentaje de combustibles
convencionales

Es una de las materias primas mas
prometedoras para la produccion de
biocombustibles

Es la forma mas sencilla para el sector
del transporte

La productividad de la biomasa es més
elevada en un entorno tropical y los
costos de produccion de
biocombustibles, son
comparativamente bajos en algunos
paises en desarrollo

Los consumidores sufren
consecuencias importantes en el precio
de su canasta familiar a menos que se
planifique adecuadamente la
produccion de biocombustibles

El uso de cosecha de material
celulésico no compite con los precios
de la alimentacién, son bajos los costos
de la materia prima; el uso de tierras
marginales para el crecimiento de la
materia prima, menos fertilizante y
menos uso de agua

El etanol producido de los jugos de la
cafia de azucar o del maiz reduce los
gases efecto invernadero en un 14%

El etanol celulésico reduce los gases
de efecto invernadero en 89%.

Fuente: (Madrigal, 2005)
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12.1 Ventajas de los tipos de pretratamientos

Anexo: 12

Tabla 12.1 Ventajas y desventajas de los diferentes tipos de pretratamiento para
materiales lignocelulésicos

PRETRATAMIENTO FiSICO

PRETRATAMIENTOS MECANICOS

Método

Ventajas

Desventajas

Trituracion
mecanica

La reduccion de tamafio de
particulas lleva a un aumento de
superficie  especifica y una
reduccién del grado de
polimerizacion (DP).

El incremento del &rea superficial
especifica, reduce DP, este es un
factor que incrementa los
rendimientos de la hidrdlisis entre
el 5-25% (dependiendo de la clase
de biomasa, clase y duracion de la
molienda).

Asi mismo disminuye el tiempo de
digestiéon entre el 23-59% donde
se incrementa la velocidad de la
hidrdlisis

A pesar de no producirse
inhibidores (como furfural y HMF),
la molienda es ideal para la
produccion de bioetanol, sin
embargo, esta operacién requiere
de alto consumo energético por lo
tanto econOmicamente no es
viable (Fan L.T. G. M., 2000).

Teniendo en cuenta las
necesidades de alta energia de
molienda y el continuo aumento
de los precios de la energia, es
probable que la molienda no sea
el pretratamiento mas viable.

Ultrasonido

El efecto sobre la biomasa es muy
superficial.

PRETRATAMIENTOS TERMICOS

Explosién de
vapor

= Aumenta la hidrdlisis de la
celulosa de 80 al 100%

= Alta concentracion de soélido

= Reduccién del tamafio con
menor gasto energeético

= Destruccion de una parte de los
xilanos de las hemicelulosas

= Incompleta rotura de la matriz
lignina-carbohidratos
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= Despolimerizacion baja de la

celulosa y recuperacion facil de
esta por lavado

La lignina inalterada se puede
extraer,reporta un incremento
en la digestibilidad enziméatica
de la biomasa después de este
pretratamiento.

Generacion de inhibidores que
afectan el proceso  de
fermentacion

Debe combinarse con H2SOa,
SOs4 0 CO2 para mejorar la
eficiencia

Existe el riesgo de produccion
de compuestos  fendlicos
soluble

Puede darse la condensacion y
precipitacion de compuestos
soluble de lignina haciendo la
biomasa menos digestible,
reduciendo la produccion de
etanol (Hendriks, 2009).

Se recuperan la mayoria de las | Debido a las bajas
pgntgsa}s . concentraciones se reduce el
Agua g(')dgl’liso'g%e la hemicelulosa de | fjesgo  de  degradacién  de
caliente Baja o nula formacion de productos ”como furfural y a
liquida inhibidores condensacioén y la precipitacion de
presurizada Respecto al pretratamiento con | compuestos de lignina (Hendriks,
(LHW) vapor, este tiene la ventaja de | 2009).
solubilizar productos de
hemicelulosa y lignina en
concentraciones mas bajas.
PRETRATAMIENTOS FISICO-QUIMICOS
No se producen inhibidores = No se solubiliza la
No requiere pequefios hemicelulosa
tamafios de particula para| = La composicion del material
Proceso de aumentar su eficiencia. sometido a este proceso
explosion de practicamente no cambia
fibra con = Sélo es aplicable y efectivo
amoniaco hasta un 90% en materiales
(AFEX) con contenidos de lignina
menores a 15%
= Requiere recuperacion del
amoniaco.
» Es mas barato que la explosion | Rendimientos relativamente bajos
Explosion con amoniaco comparados con la explosion por
con CO2 No origina los compuestos

inhibitorios que se originan

vapor y el proceso AFEX.
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durante la explosion por vapor
(Zheng Y. Z., 2000).

PRETRATAMIENTOS QUIMICOS

Prehidrdlisis
acida

Acidos concentrados: se
obtienen rendimientos de hidrolisis
superiores al 90%.

Acidos diluidos: bajo consumo
de &cidos; hidrolisis del 80-100%
de la hemicelulosa; la temperatura
alta favorece la hidrdlisis de la
celulosa.

Acidos concentrados:

» Requiere altos volumenes de
acido

= Altos costos de la recuperacién
del acido

= Los efectos corrosivos de los
acidos concentrados conllevan
a altas inversiones en los
equipamientos

= Es necesaria una costosa
etapa de neutralizacién antes
de la fermentacion

= Existe el riesgo de formacion
de inhibidores.

Acidos diluidos:

Requiere altas temperaturas para
alcanzar rendimientos aceptables
de conversion de celulosa a
glucosa.

A pesar de las temperaturas altas

y tiempos de residencia cortos
que generan maximos
rendimientos en glucosa, tan sélo
han logrado el 60% en torno al
rendimiento tedrico.

Tratamientos

= La eliminacidon efectiva de la

Altos costos por la cantidad de

lignina i
conozono |, Ngo origina productos inhibidores ozono requerido.
No genera productos de | Durante un pretratamiento
Oxidacién | degradacion como el furfural, y | oxidativo se pierden cantidades
humeda HMF. considerables de  azlcares,
porque no es un proceso
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selectivo. Asi también se forman
los compuestos solubles de
lignina, lo que puede dar lugar a la
inhibicibn en la conversién
posterior de hemicelulosa en
etanol (Hendriks, 2009).

Tratamiento
con
solventes
organicos

Solubilizacion de la lignina e
hidrélisis de la hemicelulosa casi
total.

Para reducir costos Yy evitar
problemas en la posterior etapa
de fermentacion, se deben
reciclar los solventes.

PRETRATAMIENTOS BIOLOGICOS

Tratamiento
con hongos

Bajo requerimiento energético,
produccion  del proceso a
condiciones ambientales.

La tasa de hidrolisis es demasiado
lenta.

Fuente: (Fan L.T., 2000)
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Tabla 12.2 Tipos de inhibidores y sus efectos sobre el proceso

Clasificacion

Efectos

Observaciones

Reduccion de la
tasa especifica de

Los efectos producidos por el HMF
son menores que el furfural, pero

crecimiento son los mismos. El furfural inhibe la
: Dlsmln_uc_:lon de la alcohol deshidrogenasa,
productividad . . 5
volumétrica y |ndu0|end9 la formacion de
Furfural e especifica de acetaldehldo.' .
hidroximetilfurfural et_anql 5 En anaerobiosis el furfu,rgl se
HMF) . Dlsmlnu.cllon de la | degrada a alcohol furfurilico y
( produccion de | furoico.
biomasa
= Producen dafios
en la membrana
plasmatica celular
= Inhiben la accién
de enzimas.
= Descenso del | EI mecanismo de inhibiciobn de
rendimiento  del | estos es aln confuso. Existen
Acidos alifaticos: ] eDtizrr:?ilnucién i la teorfas tales como:
-Ac?do 4-r_1i(jrpxibenzoico oroduccion de Del acoplamiento acumulacion
- Acido vainillico biomasa intracelular de aniones.

- Acido siringico
- Acido acético

Reduccion de la
tasa especifica de

crecimiento
= Muerte celular.
= Dafo en la | Son los mas toxicos para los
membrana microorganismos.  Su  efecto
plasmatica celular | jnhibitorio es atn desconocido; al
- Desdc_er_lsot del parecer afecta la célula alterando
Compuestos fendlicos: (r;gn:)rrlen ©  ®Mlsu especificidad. Se cree que
- Vginillina ) » Disminucién de la | acttan de manera similar que los
- gnngaldehldo produccién de | alifaticos.
- Guayacol biomasa

Reduccion de la
tasa especifica de
crecimiento
Muerte celular

Fuente: (Sanchez, Gitierrez, Mufioz, & Rivera, 2010)
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13.1 Métodos fisicos y quimicos para la detoxificacién de sustancias inhibidoras

Tabla 13.1 Métodos fisicos y quimicos para la detoxificacion de sustancias inhibidoras

Anexo: 13

Método

Descripcion

Componentes que degrada

Microorganismos que
degrada

Tratamiento con

Emplea hidréxidos de cualquier tipo,
por ejemplo Hidréxido de Sodio e
Hidroxido de Potasio, con la adicion

Furfural, HMF, acido acético. En
baja proporcion los azucares
fermentables

E.Colli, Z.mobilis, P.Stipitis,
S.ceresviceae

hidrolisis de estas bases se regula el pH para
la fermentacion cuyo valor es de 5-6

Ca(OH)2, pH= 9-10.5, luego el pH es | Acido aceético, furfural y|S. ceresviceae

Overliming ajustado a 5.5-6.5 con H2SO4 0 HCI | compuestos fendlicos recombinante y E. colli

recombinante

Evaporacion

Debe realizarse a pH bajo. Es poco
efectivo

Furfural, acido acético y &cido
formico. No elimina HMF, &cido
levunilico y compuestos fendlicos

S.ceresviceae; P.stipitis

Carboén
activado

Su efectividad depende del tipo de
material a tratar

S.ceresviceae

Carbén vegetal

Obtenido a partir de madera de abeto
a 600 °C

Algunos iones de metales vy
compuestos organicos

Furfural, HMF y derivados
fendlicos

S.ceresviceae

Resinas de
intercambio
ibnico

Se emplean tanto catidnicas
como aniodnicas (mejores a pH
10). Tienen alto costo.

Fenoles, seguido de furanos vy
acidos alifaticos.

Z.mobilis,
Recombinante Y S.
Ceresviceae.
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Utilizaciéon de

Son minerales naturales o sintéticos,
de estructura tridimensional. Poseen
alto intercambio i6nico, notable

Metales toxicos:
cromo, cobalto,
Niquel.

zeolitas superficie especifica y lugares
activos que permiten actividad
catalitica.
Solventes Organicos (dietil éter, etil | Acido acético, furfural, vainillina, | S. ceresviceae;
acetato, 3:1 Fase organica: Tasa | 4cido hidroxibenzoico, y | P. stipitis
Extraccién fase acuosa volumétrica compuestos fendlicos de bajo
peso molecular. Remocion de
furanos
Emplea membranas (NF o NK), | Acido acético P. stipitis

Nanofiltracion

operadas bajo presién y retienen
solutos de bajo peso molecular (1000
daltons).

Fuente: (Lamac & Brush, 2002)
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e

BT

Anexo: 14

14.1 Ruta metabdlica de la produccion de etanol

Figura 14.1 Ruta metabdlica de la produccion de etanol en S. cerevisiae
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Fuente: (Sierra, Contreras , & Guerrero, 2012)
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Anexo: 15

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA, MANAGUA
UNAN-MANAGUA
RECINTO UNIVERSITARIO RUBEN DARIO
FACULTAD DE CIENCIAS E INGENIERIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

15.1 Entrevista realizada a productores de Finca Montiel

En pro de la realizacién del trabajo monografico estudiantes de la carrera
Quimica Industrial de la Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua UNAN-
Managua, le solicitan responder las siguientes preguntas, en base a su experiencia
como productor en el ciclo agricola 2014/2015 y los ciclos anteriores.
¢, Qué cantidad de maiz sembré y en cuanto espacio de terreno?
¢, Qué semilla eligié para la siembra?
¢,De acuerdo a qué criterios seleccion6 la semilla?
¢En qué mes del afio inicio la siembra?
¢, Cuadles fueron las plagas y enfermedades que afectaron el sistema de siembra?
¢, Qué insecticidas utilizé en todo el proceso productivo? Expliquelo por etapas
¢ Cuél fue el sistema de fertilizacion que us6?

¢ Qué parte de la planta resulté mas afectada por las plagas y enfermedades?

© 0o N o o b~ 0w DR

¢, Se redujo la produccion de este afio en relacion a los afios anteriores?
10. ¢ Qué cantidad de maiz coseché en este ciclo agricola?

11. ¢Qué tipo de extraccion del grano realizé: (manual 0 mecanica)?
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Tabla 15.1 Resultados de la entrevista realizada a productores de Finca Montiel

a . Productor Productor Productor Productor Productor Productor Productor | Productor Productor
N Caracteristica
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cantidaddemaiz | ;.\, 15 1b/0.5
1 | sembrada/espaci M5+ 8 Ib/1/4 mz 18 Ib/3/4 mz | 101b/1/4 mz | 20 Ib/0.5mz 20 Ib/1/4 mz 40 Ib/1.5 mz Mz 30Ib/0.5mz
o de terreno
2 | Tipo de semilla HS-5 HS-5 2G HS-5 HS-5 Catacama HS-5 HS-5 HS-5 HS-5
Crlten(.)is de - Rendimiento . - A su alcance Rendimiento - Rendimien | No hubo
3 | seleccién de | Rendimiento i Rendimiento | Rendimiento | no tuvo . Rendimiento o
) Altura baja . Altura baja to criterio
semilla prioridad
. . . Mediados de . - . Finales
4 | Mes de siembra | Finales Mayo | 15 de Mayo Finales Mayo | 18 de Mayo Mayo 10 de Junio Inicio Junio Mayo 15 de Mayo
Plagas
enfgrmedades ’ Gusano Gusano
5 Gusano Gusano Gusano Gusano Gusano Aves . Gusano Gusano
que afectaron el . medidor
. Hormigas
cultivo
1.glifosato y 1. (2,4-D) 2,4- 1.Gramox
herbalade . . .
1.Gramoxone L, diclorofenoxia - one,Glifos
. (preparacion ‘o 1.Gramoxon, 1.Herbicida, 1.Gramoxo
,Glifosato 1.Gramoxon 1.Gramoxon | cético. ) . ato ..
. del terreno) .. . L Glifosato Glifosato .| e, herbicida
(preparacion e, herbicida e, herbicida | (Preparacion L L (preparaci .
. . (preparacion (preparacion | (preparacio
del terreno) (preparacion | (preparacién | del terreno). 6n del
- 2.MTD del terreno) del terreno) n del
6 | Insecticidas del terreno) del terreno) terreno)
(plaga) . terreno)
2. 2.Cemebin . o .
. o . o . " . 2. Cipermitrina | 2.Cambin
Cipermitrina 2.Cipermitrin | 2.Cipermitri | (hormiga) . 2. . "
3.Carben- (plaga). (semilla : ... | 2.Cipermitri
(plaga). . a (plaga) na (plaga) ) Cipermitri
dazim . . hormiga) na (plaga)
3. Cipermitrina na (plaga).
(hongo)
(gusano).
15 mz= manzanas unidad de medida de terreno
Bra. Kiara Montiel, Bra. Leticia Romero 36




Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida

diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-II semestre 2015

1. Completo 1. Completo 1.Inicio 1.Inicio 1.Inicio 1. Completo 1.Inicio 1. 1.Inicio
7 | Fertilizacion 2' Ureap 2' Ureap 2.Refuerzo 2.Refuerzo 2.Refuerzo 2' Ureap 2.Refuerzo Completo | 2.Refuerzo
’ ' 3.Urea 3.Urea 3.Nitro Extén i 3.Nitro Extén | 2. Urea 3.Urea
Parte de la planta Mazorca Olote, tallo, Mazorca Mazorca Tallo, Mazorca Mazorca
8 | con mayor (grano) raiz (grano) Tallo (tuza) mazorca (grano) (grano) Olote
afectacion 9 ' 9 (olote) 9 g
14 qq 10 qq
Comparaciéon de | 75 qg*6 8 qq 10 qq 12 qq 14 qq 6 qq 60 qq (2014/201 | (2014/2015
g | Produccién ciclo | (2014/2015) | (2014/2015) | (2014/2015) | (2014/2015) | (2014/2015) (2014/2015) (2014/2015) | 5) )
(2014/2015) 80 qq 10 qq 30qq 20 qq 25 qq 17 qq 100 qq 35 qq 18 qq
(2014/2013) (2014/2013) (2014/2013) (2014/2013) (2014/2013) | (2014/2013) (2014/2013) (2014/2013) | (2014/201 | (2014/2013
3) )
Tipo de
10 | extraccion del | Mecanica Manual Manual Manual Manual Manual Manual Manual Manual
grano
16 gg= quintales equivalente a 100 libras
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Anexo: 16

16.1 Sistema de muestreo
16.1.1 Sistema de muestreo aleatorio simple
16.1.1.1 Objetivo de muestreo

Recolectar muestras de olote (coronta) de maiz variedad HS-5, considerado

como un residuo agricola de la finca Montiel en el ciclo agricola 2014/2015.
16.1.1.2 Razoén para efectuar el muestreo

Las muestras se recolectaron para obtener bioetanol a partir de material
lignoceluldsico de la coronta del maiz, la materia prima y el producto obtenido se
sometié a diversas pruebas analiticas y de control de calidad como porsentaje de

material lignoceluldsico, azucares reductores, rendimiento y conversion.
16.1.1.3 Caracteristicas a evaluar

El proceso para la obtencion de bioetanol es controlado en todas las etapas,
se inicia con el control de calidad desde el muestreo, considerando la recoleccion
de la materia prima, posteriormente el producto obtenido es sometido a pruebas
analiticas y de control de calidad, como la determinacién de azlcares reductores,

conversion y rendimiento etc.
16.1.1.4 Punto de muestreo

Departamento de Nueva Segovia, municipio El Jicaro, comarca El Natoso,

Finca Montiel, productor nimero 1.
16.1.1.5 NuUmero de Muestras

Se recolectaron 8 muestras de coronta de 60 gramos cada una, el nimero 8
corresponde a las corridas experimentales a realizar de acuerdo al disefio de

experimento por el Método Taguchi.
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16.1.1.6 Tipo de envase

Bolsas de polietileno de baja densidad y colorantes, de tamafio 16.5 cm x 14.9

cm.
16.1.1.7 Material anexo

Para colectar las muestras se utilizo: una tijera metalica con agarre de hule
para cortar los restos de tuza que tenia la coronta, pana plastica para depositar las
muestras recolectadas, etiquetas, balanza, marcadores, cinta métrica. Asi tambien
el equipo de proteccion para el muestreador fue: gabacha, botas, guantes de latex,

y mascarilla.
16.1.1.8 Instrucciones paralatoma de muestras

En primera instancia se preparo las bolsas para el muestreo con las etiquetas,
dejando libre el espacio para marcar en el campo la hora del muestreo. La

informacion de las etiquetas de muestreo se presenta a continuacion.

Tabla 16.1 Ficha Informativa de las etiquetas en las muestras

Identificacién CO-1 (Coronta, muestra 1)

Fecha de muestreo 10/01/2015

Lugar de muestreo Finca Montiel, Natoso, Jicaro, Nueva Segovia

Hora de muestreo 4:06 pm

Descripcion genética Coronta HS-5 de Zea Mays L

N° de experimento 1

Temperatura de toma de 250C

muestra

Parametros analizar Caracterizaciéon Quimica y proceso hidrélitico
y fermentativo

Nombre y firma del Kiara Yanibeth Montiel Centeno

muestreador

Fuente: Propio

Para realizar el muestreo se hizo una entrevista a nueve agricultores de la

Finca Montiel considerada como la poblacion en estudio, de acuerdo a los
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resultados de la entrevista, se eligié al productor nimero 1 con las mejores
condiciones de calidad y rendimiento en la producciéon para realizar el estudio. De
70 libras de maiz variedad HS-5 que sembro este agricultor en 1.5 mz de terreno,
obtuvo aproximadamente 10, 125 libras de residuo sélido seco y 900 Ib de coronta

gue representan el 8.8 % del peso total de residuos sélido.

En un area de 10 m?, donde se encontraba la poblacién coronta de maiz se
recolecaron las 8 muestras aleatoria de varias posiciones del &rea y a profundidades
de 5, 50, 100y 200 centimetros, las muestras se tomaron con las manos las cuales
estaban protejidas con guantes de latex y se depositaron en las bolsas de polietileno

con contenido de 60 gramos cada una de las 8 muestras.
16.1.1.9 Preservacion y transporte de la muestra
Colocar la muestra en una caja de cartdn a temperatura ambiente.

15.1.1.10 Analisis de la muestra

» 9% Celulosa

* % Hemicelulosa

= O Lignina

* %Humedad

» 9%AzUcares Reductores
n pH

* % Rendimiento

= 0% Conversion a Bioetanol

16.1.1.10 Desecho de la muestra

Del 100 % de la muestra quedo un remanente de 54 % (el cual se almaceno
en sobres de celulosa para posteriores analisis).
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16.2 Muestreo de coronta de maiz

Figura 16.2.1 Tipo de envase y materia anexo
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Anexo: 17

17.1 Método Taguchi

La idea de disefar productos y procesos cuyo desempefio sea insensible a las
condiciones ambientales (robustez del sistema) y realizar esto en las etapas de
disefio a través del uso de Disefio de Experimentos ha sido la piedra angular de la
metodologia Taguchi (s.a, Mayo,2007). Las fortalezas de la metodologia de Taguchi

son las siguientes:

» Enfatiza en la calidad durante la etapa del disefio del proceso

= Reconoce la importancia relativa de los factores que influyen en el desempeiio
de los productos o procesos

» Enfatiza en la reduccion de la variabilidad, por medio del uso de la funcién de
pérdida y de la razén sefial-ruido (existiendo una para cada objetivo que se
quiera lograr con el experimento)

= Se concentra en el concepto de disefio de parametros que sirvan para disminuir

la variabilidad en el desempefio de los productos

El modelo de Taguchi enfatiza la importancia de evaluar el desempefio bajo
condiciones de campo como parte del proceso de disefio y el hecho que la variacion
funcional en el desempefio esté influenciada por los factores de ruido los cuales
varian en el ambiente en el que los procesos o productos estan funcionando (s.a,
Mayo,2007).

La filosofia Taguchi esta basada en un modelo aditivo de los efectos principales
para la cual, la presencia de interacciones es algo indeseable y en caso que en el
proceso se encuentre una relacion de este tipo esta es tomada como parte del error

experimental (s.a, Mayo,2007).
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Anexo: 18

18.1 Métodos de analisis para la caracterizacion fisico quimica de coronta de
maiz variedad HS-5

18.1.1 Determinacion del porcentaje de Humedad (TAPPI T 211 om-85)

a) Materiales

» Balanza analitica 0.1 mg
» Horno 105 °C + 3°C

= Desecador

b) Método

» Lavar las capsulas de porcelana y llevarlas a peso constante

» Pesar 1 g de coronta en las capsulas el peso se anota como Pn
» Secar la muestra en un horno a 105°C durante 24 horas

= Dejar enfriar en el desecador

» Cuando las capsulas y muestras estén frias, anotar el peso como Ps

c) Expresion de los resultados

Se expresa como gramos de agua/gramos de materia hUmeda

Ecuacién 18.1

Ph—Ps
Ph

H=

Donde:

Ph: Peso humedo

Ps: Peso seco Fig 18.1. Muestras de coronta en
desecacion para determinar humedad
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18.1.2 Determinacion del porcentaje de Cenizas con Extractivos (TAPPI T 211
om-85)

a) Materiales

= Crisol de ceramica
= Mufla
» Balanza analitica de 0.1 mg

b) Método

= Pesar 2 gramos de coronta en un crisol de peso conocido Po

* Introducir la muestra en una mufla calentdndose lentamente hasta 100 °C,
aumentar la temperatura paulatinamente hasta 575 + 25°C para carbonizar
toda la muestra

» Cuando el residuo cese de carbonizarse déjese que se calcine durante 3 h
mas, hasta que no haya particula negra en el residuo

= Enfriar el crisol a temperatura ambiente en un desecador

= Pesary anotar el peso Pe.

c) Expresion de los resultados

El contenido de cenizas se calcula como:

Ecuaci6n 18.2

% Cenizas:ﬁx 100
Po

Dénde:

Pc = Peso de las cenizas (9) Fig. 18.2 Cenizas de coronta

Po= peso anhidro de la muestra (g)

Bra. Kiara Montiel, Bra. Leticia Romero 44

i

»

¢ *?§ )

%
¥
A



Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dacida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

18.1.3 pH (TAPPI T 252 om-90)

El potencial de iones Hidrogeno se determina en las muestras de coronta con
extractivos.

a) Materiales

» Matraz de ebullicién de 250 mL Pyrex® 24/40
= Vidrio reloj

= Balanza analitica 0.1 mg

= Espatula
» Refrigerante Pyrex® 24/40

Fig 18.3.1 Sistema de
= Mangueras reflujo para extraccion de
la muestra liquida

= Manta calefactora
= Termostato

= Perlas de ebulliciéon

b) Método

Método de Agua Caliente. Fig 18.3.2 Medicion de pH

» Pesar 10 g de muestra (coronta de
maiz)

» Colocar los 10 g de muestra dentro de un matraz de ebullicion de 250 mL

= Adicionar 100 mL de agua destilada y mezclar

= Montar el equipo de reflujo y someterlo a este proceso durante 3 horas

= Al finalizar las 3 horas, remover y tapar la solucion dejandola enfriar hasta 25
oC £ 1°C.

= Medir el pH con el pHmetro durante 3 minutos.
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18.1.4 Preparacion de la muestra determinacion de porcentaje de extractivos
totales (TAPPI, 264 om-88)

a) Materiales

» Balanza analitica

= Vidrio de reloj

= Beacker de 100 mL Pyrex®, Clase A/£0.05 mL

* Probeta de 100 mL Pyrex®, Clase A/+1.0 mL

»= Bal6n de fondo redondo de 500 mL Pyrex®, 24/40

= Soxhlet BOWEL 24/40: baldn, refrigerante, mangueras, pinzas, soporte
universal

* Embudo Buchner

» Matraz Kitazato de 250 mL Pyrex®

= Bomba succionadora al vacio

= Mangueras

b) Reactivos

» Agua destilada
» Etanol (CHsCH20H) 99.8 % ACS Merck
» Benceno (CeHs) 99.7 % ACS Merck

c) Método

» Pesar 10 gramos de muestra molida y tamizada

= Medir en una probeta 100 mL de etanol y 300 mL de benceno.

= Depositarlos en un balon de 500 mL

= Extraer solubles en Soxhlet por 6 horas con 400 mL de etanol-benceno (1:2

v/v) — 100 mL de etanol y 300 mL de benceno.
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= Armar el montaje del equipo, depositando los 10 gramos en el dedal, iniciar
la extraccion durante 6 horas, con un sifoneo cada hora.

= Cambiar el balén por otro de 500 mL que contenga 400 mL de etanol

= |niciar la extraccion con etanol durante 5 horas

= Cambiar el balon por otro de 500 mL que contenga 500 mL de agua
destilada caliente e iniciar la extraccion por una hora

» Sacar la muestra y realizarle un lavado al vacio con 500 mL de agua
destilada caliente

» Se observara que habra un cambio de color del agua que sale del lavado
esta debe ser casi transparente

» Dejar secar la muestra al aire libre.

Fig 18.4.1 Etapa inicial de la extraccién Fig 18.4.2 Etapa final de la
Soxhlet ¥ h extraccion con Soxhlet 5 h
después

Fig 18.4.3 Sistema de filtracion al vacio Fig 18.4.4 Secado de las muestras
a temperatura ambiente
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18.1.5 Cenizas sin Extractivos (TAPPI T 211 om-85)
a) Materiales

= Vidrio reloj

= Espatula

= Balanza analitica
= Mufla

= Crisoles de porcelana
b) Método

= Pesar 2 gramos de coronta sin extractivos en un crisol de peso conocido Po

» |ntroducir la muestra en una mufla calentadndose lentamente hasta 100 °C,
aumentar la temperatura paulatinamente hasta 575 + 25°C para carbonizar
toda la muestra

» Cuando el residuo cese de carbonizarse déjese que se calcine durante 3 h
mas, hasta que no haya particula negra en el residuo

= Enfriar el crisol a temperatura ambiente en un desecador

» Pesary anotar el peso Pc.

c) Expresion de los resultados

El contenido de cenizas se calcula como:

] Pc
% Cenizas= Po x 100 Ecuacion 18.3
0 I

Donde: ‘ S )| |

Pc = Peso de las cenizas (g) Fig 18.5 Cenizas sin extractivos

Po= peso anhidro de la muestra (g)
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18.1.6 Determinacion de Celulosa (Método de Kurschner Y Hoffer)

a) Materiales
» Balanza analitica
= Vidrio de reloj
» Espétula
= Beacker de 100 mL Pyrex® Clase A/+0.05 mL
» Matraz Erlenmeyer Pyrex® de 250 mL, Clase A/+0.05 mL
* Probeta de 25 mL Pyrex®, Clase A/+0.02 mL
» Plancha de calentamiento
» Condensador
= Mangueras
* Term6émetro -10a210°C +1°C

= Crisoles Gooch
b) Reactivos

» Etanol (CH3CH20H) 99.8 % ACS Merck
= Acido nitrico (HNO3) 65 % para analisis
» Acetato de sodio (C2H3sNaO2) 99.5 % Merck
» Agua destilada
c) Método

= Se toma 1 gramo de materia anhidra libre de extractos, luego se coloca en
un matraz, al mismo afadir 20 mL de etanol y 5 mL de acido nitrico
concentrado

= Hervir en bafio maria a reflujo durante 30 minutos. La solucion se pasa por

un filtro Gooch de porosidad media y peso conocido
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= Desechar el liquido y el sélido someter a una segunda digestion durante 30
minutos con 25 mL de etanol-acido nitrico

» Realizar una decantacion como en la etapa anterior y efectuar una tercera
digestiéon con 100 mL de agua destilada por una hora. La muestra se filtra
en el Gooch, se lava con agua destilada caliente y posteriormente con 100
mL de solucién saturada de acetato de sodio y por ultimo con 500 mL de
agua destilada caliente

» El residuo se seca en un horno eléctrico a una temperatura de 105 + 3 °C

= Cuando el residuo se seca se procede a enfriarlo en un desecador de cristal
sobre silica gel

» Pesar el residuo.

d) Expresion de los Resultados

El porcentaje de celulosa se calcula con la siguiente ecuacion:

Ecuaci6on 18.4

% Celulosa= Por x100
(6]

Dénde:

Por = Peso seco del residuo (g)

Po = Peso anhidro de la muestra (g)
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Fig 18.6.1 Extraccion a reflujo Fig 18.6.2 Celulosa himeda

18.1.7 Determinacion de lignina (TAPPI T 222 om-88)
a) Materiales

» Balanza analitica 0.1 mg

= Probeta 250 mL Pyrex®

= Baldn aforado 250 mL Pyrex® Clase A/+0.12 mL

= Termémetro -10a210°C +1°C

= Beacker 100 mL Pyrex® Clase A/+ 0.05 mL

= Vidrio reloj

» Matraz Erlenmeyer 250 mL Pyrex®

» Varilla de agitacion

» Plancha de calentamiento

» Refrigerante 24/40

» Balon de fondo plano 250 mL Pyrex® 24/40

» Mangueras

= Crisoles Gooch

= Horno
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b) Reactivos

» Acido sulfdrico 96.7% ACS J.T Baker
= Hielo

» Agua destilada

c) Método

» Pesar 1g de coronta anhidrido

» Preparar una solucion de acido sulfarico al 72 %

= A una muestra de 1 gramo del material libre de extractos se le agrega 15
mL de &cido sulfarico al 72 %, manteniéndose en agitacion en bafio maria
a20x1°C

= Transferir a un matraz con 360 mL de agua destilada para diluirlo hasta
alcanzar una concentracion de acido del 3 %

= Hervir a reflujo por 4 horas para asegurar un volumen constante de agua

» Decantar la solucién manteniendo el matraz en una posicion inclinada hasta
gue el material esta finalmente dividido. Durante 12 horas

» Se filtra a través de un crisol tipo Gooch de porosidad fina

» Lavar con agua caliente para eliminar el &cido

= Secar enun horno eléctrico a 105 + 3 °C hasta alcanzar un peso constante.

d) Expresion de los resultados

o peso seco de lignina(g)
% Lignina= : x 100 Ecuacion 18.5
Peso anhidro de la muestra (g)

Bra. Kiara Montiel, Bra. Leticia Romero 52



Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dacida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Fig 18.7.1 Extraccion a reflujo con H2SO4 Fig 18.7.2 Reposo durante 12 h

Fig 18.7.3 Filtraciéon en Gooch Fig 18.7.4 Lignina seca

18.1.8 Hemicelulosa

Para la determinacion del contenido de hemicelulosa es necesario haber
calculado el porcentaje de celulosa y lignina, sustituir en la siguiente ecuacion.

Ecuacién 18.6

% Hemicelulsa =100—(%celulosa+ %lignina
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Anexo: 19

19.1 Cuantificacion de azucares reductores totales segun el método Miller
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

a) Reactivos

» Tartrato de sodio y potasio (KNaC4H406.4H20)/ sal de Rochelle 99.8 %
ACS Merck

» Hidroxido de sodio (NaOH) 99 % Merck

= Acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) 99.9% MERCK

» Agua destilada

b) Materiales y equipos

» 1 matraz volumétrico de 100 mL Pyrex® con tapén Clase A/£0.10 mL
* 1 micro pipeta de 100 pl, 200 pl, 500 pl. 1000 pl, 5000 pi

» Frasco de vidrio &mbar

= Papel Kraft

= 2 Vasos precipitado de 100 mL y 250 mL Pyrex® Clase A/+0.05 mL
= 15 Vasos de precipitado de 50 mL Pyrex® Clase A/+0.05 mL

» 1 Bafio Maria

= Hielo

» 1 Gradilla plastica forrada con plastico negro

= 1 Espatula

» 40 Tubos de ensayo del6 x150 mm

»= 1 Plancha de calentamiento

= 1 Plancha de agitacion

= 1 Espectrofotometro

= Centrifuga

» Varilla de agitacion

=  Crondmetro
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c) Procedimiento

»= Preparacion de la solucién de DNS

1. Se disolvieron 1.6 g de NaOH en 20 mL de agua destilada en un vaso precipitado
de 250 mL, se disolvié con agitacion magnética, posteriormente se adicion6 30
mL de agua destilada y se procedio a disolver en intervalos 43.8 g de tartrato de
sodio y potasio.

2. Luego se disolvieron 1 g de DNS en 20 mL de agua destilada en un vaso de
precipitado de 100 mL previamente forrado con papel kraft. Se tap6 y se mantuvo
en agitacion por 16 horas aproximadamente.

3. Se mezclo la solucidon del tartrato de sodio y potasio con la solucién de DNS y
se afor6 a 100 mL con agua destilada. La solucion presenté color naranja
translucido.

4. Se trasvaso la solucion a un frasco de vidrio ambar previamente forrado con papel
Kraft y se mantuvo en un lugar fresco y protegido de la luz, la solucién se usé
después de las 14 horas de preparada. La vigencia del reactivo es

aproximadamente dos meses.

= Curvade Calibracién

1. Se preparé una solucién Stock de glucosa a una concentracién de 1g/L en un
balon aforado de 100 mL
2. Se prepar6 una serie de diluciones de concentraciones 0.02 g/L, 0.04 g/L, 0.06
g/L, 0.08 g/L, 0.10 ¢g/L en tubos de ensayo, dispuestos en una gradilla
previamente forrada con plastico negro, con el objetivo de que la reaccion se
haga en la oscuridad, en cada tubo se deposité solucién madre de Glucosa, mas
agua y el reactivo generador de color DNS en relacién 1:1 hasta completar 1 mL,
agitar con agitacion centrifuga con 900 rpm 2 minutos, los volimenes son los

siguientes:
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Tabla 19.1 Volumenes y concentraciones para la curva de calibracion

[g/L] Glucosa

Vol (mL)

Glucosa 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Agua 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0
DNS 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Proceso Paso 3

H20 (paso 4) 4 4 4 4 4 4
(Aforo final) 5 5 5 5 5 5

Fuente: Propia

3. Se colocaron los tubos con las soluciones durante 5 minutos en bafio maria e
inmediatamente, se pasaron los tubos a un bafio de hielo durante 5 minutos (la
soluciones transparentes cambiaron a un color amarillento hasta rojizo)

4. Posteriormente se adicion6 4 mL de agua destilada, se agité en la centrifuga a
900 rpm por 2 minutos y se dejo en reposo durante 10 minutos

5. Luego se procedi6 a leer la absorbancia a 540.5 nm

6. Se graficd la absorbancia en funcién de la concentracion (g/L). Mediante
regresion lineal se encuentra la ecuacion correspondiente a la gréfica elaborada.
Se utilizé esta curva estandar para determinar la concentracion de glucosa en las

muestras problema.

Figura 19.1 Reactivo
DNS Figura 19.2 Solucion Stock de Glucosa [1g/L]
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Flujograma 19.1 Procedimiento en la preparacion de las soluciones en los tubos
de ensayo para la curva de calibrado

Paso N° 1: Adicién de la Solucién Stock (Glucosa 1 g/L)

Solucién Stock Glucosa 1 g/L

O0OmL 0.1 mL 0.2mL [03mL 0.4 mL 0.5mL

Tubo 1l  Tubo 2 Tubo 3  Tubo 4 Tubo5  Tubo 6
Blanco 0.02 g/L 0.04 g/L  0.06 g/L 0.08 g/L 0.10 g/L
Fuente: Propia, elaborado con ChemSketch y Visio 2013

Paso N° 2: Adicion de Agua Destilada y Desionizada

Agua Destilada y Desionizada

05mL 04mL  o3mL| gomL  O1mL 0mL

Tubol  Tubo 2 Tubo 3  Tubo 4 Tubo5 Tubo 6
Blanco 0.02 g/L 0.04 g/L  0.06 g/L 0.08 g/L  0.10 g/L
Fuente: Propia, elaborado con ChemSketch y Visio 2013
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Paso N° 3: Adicion de Reactivo desarrollador de color Acido 3,5 dinitrosalicilico
(DNS)

05mL 05mL  05mL |o5mL 05 mL  05mL

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6
Blanco  0.02 g/L 0.04 g/L  0.06 g/L 0.08 g/L  0.10 g/L

Fuente: Propia, elaborado con ChemSketch y Visio 2013

Paso N° 4: Agitacion Centrifuga (900 rpm 2 minutos)

Bra. Kiara Montiel, Bra. Leticia Romero 58



Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dacida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Paso N° 6: Bafio de hielo (5 minutos)

Paso N° 7: Adicion de Agua Destilada y Desionizada (Aforo final)

Agua Destilada y Desionizada

4 mL 4 mL 4 mL 4 mL 4 mL 4 mL
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6

Blanco  0.02 g/L 0.04 g/L  0.06 g/L 0.08 g/L  0.10 g/L
Fuente: Propia, elaborado con ChemSketch y Visio 2013

Paso N° 7, 8, 9, 10: Agitar con la centrifuga (900 rpm 2 minutos), Distinguir la
gama de tonalidades, dejar en reposo por 10 minutos, Leer con el
espectrofotometro
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= Curvade Absorbancia

Antes de realizar la curva de calibrado fue necesario encontrar la absorbancia
de trabajo en el espectrofotometro Perkin Elmer para el método DNS, para lo cual
se toma la solucién preparada de mayor concentracion 0.10 g/L, los datos obtenidos

fueron los siguientes.

Tabla 19.2 Longitud de onda en rango 588.0 a 413.0 nm con sus respectivas
absorbancias

Longitud de onda Absorbancia Longitud de onda Absorbancia

@A) (hm) ) (nm)
588.0 0.660 549.0 1.845
587.0 0.680 548.0 1.863
586.0 0.698 547.0 1.876
585.0 0.720 546.0 1.889
584.0 0.741 545.0 1.898
583.0 0.762 544.0 1.904
582.0 0.786 543.0 1.911
581.0 0.810 542.0 1.914
580.0 0.836 541.0 1.916
579.0 0.863 540.0 1.916
578.0 0.892 539.0 1.915
577.0 0.920 538.0 1.910
576.0 0.950 537.0 1.908
575.0 0.982 536.0 1.903
574.0 1.012 535.0 1.897
573.0 1.045 534.0 1.890
572.0 1.078 533.0 1.881
571.0 1.111 532.0 1.872
570.0 1.146 531.0 1.859
569.0 1.181 530.0 1.847
568.0 1.214 529.0 1.836
567.0 1.251 528.0 1.822
566.0 1.288 527.0 1.807
565.0 1.323 526.0 1.791
564.0 1.361 525.0 1.772
563.0 1.400 524.0 1.752
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562.0 1.436 523.0 1.732
561.0 1.475 522.0 1.708
560.0 1.514 521.0 1.683
559.0 1.552 520.0 1.657
558.0 1.589 519.0 1.624
557.0 1.626 518.0 1.593
556.0 1.660 517.0 1.560
555.0 1.694 516.0 1.519
554.0 1.726 515.0 1.479
553.0 1.753 514.0 1.439
552.0 1.781 513.0 1.389
551.0 1.806 512.0 1.341
550.0 1.826 511.0 1.291
510.0 1.230 468.0 0.000
509.0 1.173 467.0 0.001
508.0 1.113 466.0 0.002
507.0 1.042 465.0 0.001
506.0 0.974 464.0 0.000
505.0 0.902 463.0 0.000
504.0 0.817 462.0 -0.001
503.0 0.738 461.0 0.000
502.0 0.653 460.0 0.000
501.0 0.558 459.0 0.001
500.0 0.470 458.0 0.001
499.0 0.382 457.0 0.001
498.0 0.290 456.0 0.000
497.0 0.206 455.0 0.000
496.0 0.133 454.0 0.000
495.0 0.075 453.0 0.001
494.0 0.009 452.0 0.002
493.0 -0.076 451.0 0.002
492.0 0.068 450.0 0.001
491.0 0.029 449.0 -0.001
490.0 0.019 448.0 0.003
489.0 0.012 447.0 0.001
488.0 0.008 446.0 0.002
487.0 0.005 445.0 0.002
486.0 0.005 444.0 0.001
485.0 0.005 443.0 0.003
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484.0 0.004 442.0 -0.001
483.0 0.002 441.0 0.000
482.0 0.002 440.0 0.001
481.0 0.001 439.0 0.001
480.0 0.001 438.0 -0.001
479.0 0.002 437.0 0.000
478.0 0.000 436.0 -0.002
477.0 0.001 435.0 0.001
476.0 0.002 434.0 0.001
475.0 0.000 433.0 -0.001
474.0 0.002 432.0 -0.001
473.0 0.000 431.0 0.000
472.0 0.000 430.0 -0.001
471.0 0.000 429.0 0.000
470.0 0.002 428.0 0.000
469.0 0.000 427.0 0.003
426.0 0.002 412.0 0.000
425.0 0.000 411.0 0.000
424.0 -0.001 410.0 -0.001
423.0 0.001 409.0 -0.001
422.0 -0.003 408.0 0.001
421.0 0.000 407.0 0.000
420.0 0.000 406.0 -0.001
419.0 0.001 405.0 -0.001
418.0 0.001 404.0 -0.002
417.0 0.000 403.0 0.000
416.0 0.001 402.0 -0.001
415.0 0.000 401.0 0.000
414.0 0.000 400.0 -0.004
413.0 0.002

Fuente: Propia
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Gréfica 19.1 Curva de Absorbancia para definir la longitud de onda de trabajo

Curva de Absorbancias
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Fuente: Propia

De acuerdo a lo observado en el grafico se tomo la decision de trabajar con la

longitud de onda de 540.5 nm, puesto que es la longitud de onda mayor.

= Curvade Calibracion
Las lecturas de las absorbancias se realizaron por cuadruplicado obteniendo
los siguientes resultados.

Tabla 19.3 Datos espectroscOpicos usados para construir la curva de calibracion

Absorbancias
(SR 5 Lectural | Lectura2 | Lectura3 | Lectura4
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.020 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121
0.040 0.257 0.257 0.257 0.257 0.257
0.060 0.437 0.437 0.437 0.437 0.437
0.080 0.575 0.574 0.574 0.575 0.575
0.100 0.727 0.727 0.727 0.727 0.727

Fuente: Propia
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Grafica 19.2 Curva de Calibracion de la Glucosa

Curva de Calibracion DNS
0.8
y =7.37x - 0.0127 ®
0.7 R?=0.9988 -
1
= -
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Fuente: Propia

A continuacibn se muestran los datos estadisticos usados para la
determinacion de las incertidumbres asociadas a la recta de calibracion con Acido

3,5 dinitrosalicilico (DNS) para la Glucosa.
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Tabla 19.4 Datos estadisticos usados para la determinacién de las incertidumbres asociadas a la recta de calibracion con
Acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) para la Glucosa

[g/L] xi yi Xi Yi Xi® Xi - (xi - X)? yi- (yi- 2 | (xi-X)(yi-
0.000 0.000 0.0000 0.0000 -0.0500 0.0025 -0.3558 0.1266 0.0178
0.020 0.121 0.0024 0.0004 -0.0300 0.0009 -0.2348 0.0551 0.0070
0.040 0.257 0.0110 0.0016 -0.0100 0.0001 -0.0808 0.0065 0.0008
0.060 0.437 0.0262 0.0036 0.0100 0.0001 0.0812 0.0066 0.0008
0.080 0.575 0.0460 0.0064 0.0300 0.0009 0.2192 0.0480 0.0066
0.100 0.727 0.0727 0.0100 0.0500 0.0025 0.3712 0.1378 0.0186
5 0.30 2.135 0.1583 0.0220 -0.1300 0.0070 -0.9462 0.3806 0.0516
0.050 |y 0.3558 | 0.0264 0.0036 -0.0216 0.0012 -0.1577 0.0634 0.0086

Fuente: Propia
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» Férmulas estadisticas para tratamiento de datos (Miller & Miller, 2002)

- X;
X=> —
- Media Aritmetica Z n Ecuacion 19.1

- Desviacion estandar Ecuacion 19.2

- _ r='.—1‘5
- Limite de confianza de la LC;=Xx= Jr Ecuacion 19.3
media
= Métodos de Minimos Cuadrados
- Ecuacién de la recta y =a+bx Ecuacién 19.4

_ — Ecuacion 19.5
A =Xy Y0}
b= 2

- Pendiente de la recta , —3
Zi(x;' —X)

- Ordenada en el origen Ecuacion 19.6

: PIR(CT IR

) . - e i __ -
Coeficiente de correlacion (> -9, BT Ecuacion 19.7

- Errores aleatorios en 'y Ecuacion 19.8
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- Desviacion estandar de la g Ecuacion 19.9

pendiente a 5 e -%°

- Desviacion estandar del Ecuacion 19.10

intercepto 5, =5

- Desviacion estandar de la Ecuacion 19.11
concentracion de la muestra 5 = Sv= |1 1. Qu=¥)”

Tob Ymon b)Y (-
Xo )
- Limite de confianza de la + LCy o) = Lin_2Sn Ecuacion 19.12
pendiente
- Limite de confianza de + LC, 0509 = t(n2Sa Ecuacion 19.13

ordenada en el origen

- Limite de confianza para un *+LC oom6 = tin2Sx0 Ecuacion 19.14

valor Xo
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Donde:
Abreviatura Significado
a Intercepto
b Pendiente de la recta
X Concentracion de la muestra
Puntos sobre la recta de regresion calculada
y correspondientes a los valores individuales de x, es decir los
valores de y “ajustados”
Syix Desviacion de la absorbancia
Sb Desviacion de la pendiente
Sa Desviacion del intercepto
r Coeficiente de regresion
¢ se obtiene para un nivel de confianza deseado y (n-2) grados
de libertad
n NUmero de muestras
Andlisis replicados
= Célculos

Ecuacion de larecta de calibrado
- Coeficiente de Correlacién

DR (€ RS ¢V}
pCEL N pNCEDN

2 _ 0.0516
(0.0070)(0.3806)"'2
r’ =0.9988
- Pendiente

b= Z:{(x:' — %Ny, -V}
Zi(x:' _i):

,_ 0.0516
0.0070
b=7.37
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- Intercepto
a=7—bx

a =0.3558 — 7.37(0.050)

a=-0.0127

Calculo de los errores asociados a la recta de calibrado

- Errores aleatorios en y

2y _3':'}:
0.3806
Sy/>< = T
Sy =0.3085
- Desviacion estandar de la pendiente
S, .
§py = ——/—/————
wl'E ':-(x;' —x)°
s - 0.3085
" ./0.0070

s, =3.6873

- Desviacion estandar del intercepto

Z:_x:.:

s, —03085 | 00220
/6(0.0070)
s, =0. 2233
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Limites de confianza de la recta de calibrado

- Limite de confianza de la pendiente
== I—Cb(gs%) = t(nfz)sb

+ LC,yome = +(2.78)(3. 6873)
+ LC,ggy = +10.2507
b =7.37 £10.2507

- Limite de confianza de ordenada en el origen
* I—Ca(gs%) = t(n—2)5a

+ LC, s = +(2.78)(0.2233)

+ LC, s = +0.6208

a=-0.0127 +£0.6208

Tabla 19.5 Tabla Distribucion t student

Valor de t para un intervalo de confianza | 90 % 95% 98% 99%
de valor critico de /t/ para valores de P | 0.10 0.05 0.02 0.01
de niumero de grados de libertad

1 6.31 12.71 | 31.82 | 63.66
2 2.92 4.30 6.96 9.92
3 2.35 3.18 4.54 5.84
4 2.13 2.78 3.75 4.60
5 2.02 2.57 3.36 4.03
6
7
8
9

1.94 2.45 3.14 3.71
1.89 2.36 3.00 3.50
1.86 2.31 2.90 3.36
1.83 2.26 2.82 3.25

10 1.81 2.23 2.76 3.17
12 1.78 2.18 2.68 3.05
14 1.76 2.14 2.62 2.98
16 1.75 2.12 2.58 2.92
18 1.73 2.10 2.55 2.88
20 1.72 2.09 2.53 2.85
30 1.70 2.04 2.46 2.75
50 1.68 2.01 2.40 2.68
0 1.64 1.96 2.33 2.58

Fuente: (Miller & Miller, 2002)
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Anexo 19.1

19.1 Cuantificacion de la concentracién de azUcares reductores totales en
las muestras hidrolizadas

El procedimiento que se siguidé para cuantificar la concentracion de los
azucares reductores totales fue el mismo con el cual se construyo la curva de
calibrado, con la diferencia que se sustituyo la solucién de Glucosa por cada una de
las ocho muestras hidrolizadas, para la preparacion de la muestra se midié un
mililitro de los hidrolizados, se aforaron con agua destilada y desionizada en balones
de 50 mL, el factor de dilucién (FD) aplicado fue 1:50, la cuantificacién de realizé
por duplicado y las lecturas por triplicado.

Flujograma 19.1.1 Procedimiento para la cuantificacion de la concentracion de los
azucares reductores totales en las ocho muestras hidrolizadas

Imagen 19.1.1.1 Imagen 19.1.1.2
Muestras Hidrolizadas Soluciones FD 1:50 Imagen 19.1.1.3
Preparacion de la muestra

Imagen 19.1.1.6 Imagen 19.1.1.5 Imagen 19.1.1.4
Adicién de Agua Bafio de hielo 5 min Bafo Maria 5 min
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Imagen 19.1.1.8
Centrifugacion

Imagen 19.1.1.7

Reposo 10 min

Imagen 19.1.1.9 Cuantificacion
espectrofotométrica

Tabla 19.1.1 Resultados de las lecturas para los ocho experimentos

N°Exp. | N°muestras [ Absorbancias (AR g/d] |
1 2 3 X
B.1 . . . .
onco | B3| 90 00 |00 19900 .00 | .0
1 —T7 o foius [onz o] M12 | 2590
2 57 Tome om0 [ora] %10 | 2290
e T N AP
s s o o o | 2
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S 5 otis [oiis ot [oiis] 01 |
6.1 0.125 | 0.134 | 0.126 | 0.128

° 6.2 0.123 | 0.123 | 0.123 | 0.123 0.126 >.0118
7.1 0.133 | 0.133 | 0.133 | 0.133

! 7.2 0.116 | 0.116 | 0.116 | 0.116 0.125 >-0661

© 5ot o126 0126 [oz6] 0122 | 57

= Calculo de laconcentracion de azlcares reductores totales en las muestras
hidrolizadas

Ecuacion 19.2.1 Concentracion de azucares Reductores

ancia — Intercepto
Pendiente

[AzUcares Reductores Totales]= Absorb

Ejemplo del calculo para el experimento N° 1

0.112+0.0127
7.37

[E-1]=0.0169 g/L

[E-1]=

La concentracion calculada mediante el método de los minimos cuadrados se
multiplica por dos factores de dilucion, el primero 1:50 corresponde a la preparacion
de la solucioén donde se diluyé 1 mL de muestra hidrolizada y se afor6 a 50 mL con
agua destilada y desionizada, el segundo factor corresponde a la preparacion de la
muestra en los tubos de ensayo, del cual se tomé 0.5 mL de la primera dilucion y se

aforé en 5 mL con la adicién de los reactivos DNS y agua.

50 mL 5 mL
1 mL 0.5 mL

[E-1]= (0.0169 g/ L)

[E-1= 8.4500 g/L
A partir de esta concentracion se calcula la concentracion de azucares

reductores totales en los 300 mL de hidrolizados.

Bra. Kiara Montiel, Bra. Leticia Romero 73



Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

[E-1]= (0.3 L) (8.4500 g/L)

[E-1]= 2.5350 g de azucares reductores en todo el hidrolizado

Gramos de azucares reductores totales en 8.0273 g de material hemicelulésico=
2.5350 g.

De 10 gramos de coronta que entraron al proceso hidrolitico 8.0273 g
corresponden al material hemicelulésico, de lo cual se obtuvieron 2.5350 g de
azucares reductores totales. Para realizar el calculo porcentual se dividen los
gramos de azucares reductores totales presentes en cada muestra entre la masa

del material hemicelulésico multiplicada por cien.

25350 g

[E-1]= ———-——x100=32%
8.0273 g

= Calculo del error en las concentraciones

Ejemplo para el experimento N°1

Syrix Jl 1 (}', _.:L_'J':
= —_t -t
. b \m n E:‘Z:_(x:-—?c}‘

o 03085 1 1 (37896 —0.3558)?
737 3 6 (7.37)2(0.0070)
s,, = 0.1511

+ I—CSxo(gs%) = t(n72)sx0

+ LCS g = (2.78)(0.1511)
+ L.CS, 00 = 0.4201
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Tabla 19.1.2 Error en las concentraciones para los 8 experimentos

NO [AR] SXo + LC 95%

Exp
1 2.5350 0.1511 0.4201
2 2.2950 0.1351 0.3755
3 2.9280 0.1773 0.4929
4 2.5760 0.1538 0.4276
5 5.8482 0.3744 1.0408
6 5.6118 0.3584 0.9964
7 5.6661 0.3621 1.0066
8 5.7188 0.3656 1.0164
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Anexo: 20

20.1 Proceso de obtencidon de bioetanol a escala de laboratorio

Lavado Secado Molienda Pesado

Filtracién Hidrélisis

Solido (Lignina)

Liguido (Azucares
Reductores)
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Neutralizacién Medicion de pH Analisis de azucares reductores

Producto destilado Identificacién de Alcoholes
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Anexo: 21

21.1 Usos de lalignina

La lignina es actualmente una fuente renovable y valiosa de una gran variedad
de compuestos aromaticos e hidrocarburos en general que pueden ser aprovechados
de diversas maneras en la industria quimica (Domine, 2013). Aunque existen ciertas
aplicaciones directas de la lignina para la produccion de ligno-sulfonatos, carbones,
resinas poliméricas y como aditivos en adhesivos, el uso de los compuestos
aromaticos que poseen deberia ser mucho mayor, siendo este un campo muy
promisorio a nivel industrial y que seguramente crecerd aceleradamente en los

proximos afios. (Castillo, 2012)

Una de las fuerzas impulsoras de este crecimiento serd sin duda el estudio y
desarrollo de nuevos procesos quimicos, cataliticos y biolégicos de despolimerizacion
de la lignina, con el objetivo de mejorar y optimizar la degradacion selectiva de la
lignina para producir de manera eficiente y competitiva los compuestos quimicos
deseados. (Castillo, 2012)

En general, existen tres tipos diferentes de lignina que provienen de los tres
procesos quimicos mayoritariamente utilizados para la produccion de pasta de papel,
y que son: lignina tipo sulfito, kraft y soda. A éstos puede afiadirse un cuarto tipo que
es la lignina tipo Organosolv, especialmente desarrollada en los ultimos afios. Cada
uno de estos tipos de lignina posee sus propiedades especificas de resistencia a la
temperatura y a los tratamientos acidos, asi como distintos contenidos de cenizas,
azucares y azufre, con sus ventajas y desventajas a la hora de utilizarlas como materia

prima para nuevos productos. (Domine, 2013)

Existe lignina aislada y disponible para uso industrial, puede ser aprovechada
para producir los correspondientes derivados aromaticos como productos quimicos de

alto valor afadido, o tras los correspondientes tratamientos de hidrogenacion e
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hidrodesoxigenacion de sus derivados para llegar a la obtencién de componentes,

aditivos y fracciones de biocombustibles. (Domine, 2013)

Se han descrito distintos procesos de despolimerizacién de la lignina estudiados
y en vias de desarrollo para la obtencion de compuestos de interés. Cada uno posee
sus ventajas competitivas, como por ejemplo el uso de catalizadores solidos
reciclables y recuperables, asi también sus desventajas a nivel de aplicabilidad.
(Domine, 2013)

En lo que destacan, por sus posibilidades de aplicacidén a gran escala la hidrolisis
basica, la despolimerizaciébn oxidativa, la pirélisis catalitica, la hidrogendlisis/
hidrogenacion y la hidrodesoxigenacion. Mientras que los dos primeros son mas
adecuados para la obtencion de compuestos aromaticos especificos (vainilla, guayacol
y derivados), los tres restantes apuntan a la produccion directa de mezclas de

compuestos que puedan ser mezclados (o utilizados) en combustibles de automocion.
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Anexo: 22

22.1 Resultados de los analisis en la caracterizacion fisico quimica de la
coronta de maiz variedad HS-5

Tabla 22.1.1 Porcentaje de humedad

Muestra de coronta % Humedad
Muestra 1 0.2000
Muestra 2 0.2100
Muestra 3 0.2100
Muestra 4 0.2000
Muestra 5 0.1900
X- Media 0.2020

Desviacion estandar 0.0084

Tabla 22.1.2 Porcentaje de cenizas con extractivos

Muestra de coronta % cenizas con extractivos

Muestra 1 1.9500
Muestra 2 1.9700
Muestra 3 2.0000
Muestra 4 1.9100
Muestra 5 1.9500
X- Media 1.9560
Desviaciéon estandar 0.0328

Tabla 22.1.3 pH

Muestra de coronta pH
Muestra 1 5.7400
Muestra 2 5.4900
Muestra 3 5.4800
Muestra 4 5.5400
Muestra 5 5.5800
X- Media 5.5660

Desviacion estandar 0.1053
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Tabla 22.1.4 Extractivos totales

Muestra de coronta % Extractivos Totales
Muestra 1 0.3105
Muestra 2 0.3638
Muestra 3 0.3782
Muestra 4 0.3844
Muestra 5 0.3767
X- Media 0.3627

Desviacién estandar 0.0301

Tabla 22.1.5 Porcentajes de cenizas sin extractivos

Muestra de coronta % Cenizas sin extractivos

Muestra 1 0.1100
Muestra 2 0.1200
Muestra 3 0.1200
Muestra 4 0.1100
Muestra 5 0.1100
X- Media 0.1140
Desviacion estandar 0.0054

Tabla 22.1.6 Porcentaje de celulosa

Muestra de coronta % Celulosa
Muestra 1 36.7044
Muestra 2 36.9456
Muestra 3 36.3184
Muestra 4 34.6900
Muestra 5 38.8678
X- Media 36.7052

Desviacion estandar 1.4954
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Tabla 22.1.7 Porcentaje de lignina

Muestra de coronta % Lignina
Muestra 1 18.4938
Muestra 2 20.7528
Muestra 3 19.4250
Muestra 4 19.5102
Muestra 5 20.4542
X- Media 19.7272

Desviacién estandar 0.9000

Tabla 22.1.8 Porcentaje de hemicelulosa (No experimental, calculo mediante
férmula)

Muestra de coronta % Hemicelulosa
Muestra 1 44.8018
Muestra 2 42.3016
Muestra 3 44.2566
Muestra 4 45.7998
Muestra 5 40.6780
X- Media 43.5676

Desviacion estandar 2.0575
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Anexo: 23

23.1 Variables operacionales

En la tabla 23.1 se presentan los resultados del proceso de hidrélisis acida y fermentacion separada

Tabla 23.1 Datos experimentales en el proceso de hidrélisis acida diluida y fermentacion separada

Caracteres E-1 E-2 E-3 E-4 E-5 E-6 E-7 E-8
HIDROLISIS ACIDA DILUIDA

[H2S04] (%) 4 4 7 7 4 4 7 7
Relacion m/v 1:15 1:15 1:15 1:15 1:15 1:15 1:15 1:15
Tiempo de Hidrdlisis (h) 15 2 15 2 1.5 2 15 2
Temperatura de Hidrélisis (°C) 90 90 100 100 100 100 90 90
Masa inicial de coronta (Q) 10.0000 | 10.0000 | 10.0000 | 10.0000 | 20.0000 | 20.0000 | 20.0000 | 20.0000
Masa de Material hemicelulésico (g) 8.0273 8.0273 8.0273 8.0273 | 16.0546 | 16.0546 | 16.0546 | 16.0546
Masa de lignina (g) 1.9727 | 1.9727 | 1.9727 | 1.9727 | 3.9454 | 3.9454 | 3.9454 | 3.9454
Masa de corota después de hidrolizar (g) 5.0600 4.9000 5.1700 5.1000 | 11.0000 | 12.0800 | 10.6000 | 10.6800
Volumen de acido antes de hidrolizar (mL) 150 150 150 150 300 300 300 300
Volumen de hidrolizadof/filtrado (mL) 118 120 120 120 239 245 243 244
Rendimiento sélido (%)’ 51 49 52 51 55 60 53 53
Rendimiento liquido (%)?8 79 80 80 80 80 82 81 81
Volumen del NaOH (mL) 182 135 185 160 445 352 363 381
Volumen del neutralizado (mL) 300 255 305 280 684 597 606 625
Densidad del neutralizado (g/mL) 0.9804 0.9840 1.0148 1.0292 1.0614 0.9856 1.0040 1.1002

17 Rendimiento solido (%) = (masa en gramos de coronta hidrolizada y seca/ masa en gramos de coronta cruda) x 100
18 Rendimiento liquido (%)= (volumen en mL de hidrolizado /volumen en mL inicial de &cido) x 100
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g/g Azlcares Reductores Totales'® 2.5350 2.2950 2.9280 2.5760 5.8482 5.6118 5.6661 5.7188
% pl/p AzlUcares Reductores Totales 32 29 36 32 36 35 35 36
FERMENTACION
% de Levadura 12 % 14 % 12 % 14 % 14 % 12 % 14 % 12 %
Masa de Levadura (g)?° 0.3042 0.3213 0.3514 0.3606 0.3987 0.3134 0.7933 0.6863
Volumen de destilado (mL) 7.98 2.02 3.83 2.77 6.40 8.25 10.35 5.67
% v/v Alcohol?! 17.05011 | 40.56842 | 44.67048 | 36.15134 | 43.76285 | 30.30662 | 26.85874 | 41.44589
Volumen experimental (mL)?? 1.36 0.82 1.71 1.00 2.90 2.50 2.78 2.35
Masa de Bioetanol experimental (g)%3 1.0730 0.6470 1.3492 0.7890 2.2881 1.9725 2.1934 1.8542
Masa de Bioetanol tedrica (g)?* 1.2776 1.1567 1.4757 1.2983 2.9475 2.8283 2.8557 2.8823
Volumen de Bioetanol teérico (mL)%® 1.62 1.16 1.48 1.30 2.95 2.83 2.86 2.88
% Conversion en fermentacion?® 42 28 46 31 39 35 39 32
% Rendimiento en fermentacion?’ 84 56 91 61 78 70 77 64
% Conversion general®® 11 6 13 8 11 10 11 9
% Rendimiento general®® 13 8 17 10 14 12 14 12

19 Base de célculo método DNS en anexo 19.1

20 Masa de levadura= (12 % 0 14%) (Masa de Azlcares Reductores Totales)/100
21 Resultado mediante andlisis Cromatografico (anexo 23.1)
22 Se calcula aplicando la ecuacion vsto= (%v/v) (vdson)/100; Donde: (%v/v)= Porcentaje de alcohol cuantificado mediante andlisis Cromatografico,

(vdson)=Volumen del destilado

23 Se cuantifica con la ecuacion m= (p) (v); Donde (p)= densidad del alcohol 0.789 g/mL, (v)= Volumen experimental (mL)
24 Se calcula tomando como referencia que 100 gramos de azlcares producen 50.4 gramos de alcohol, por tanto para este calculo se aplica la ecuacién masa de

Bioetanol= (masa de azlcares reductores calculados experimentalmente por método DNS) (50.4 gramos de Alcohol) / 100 gramos de Azlcares Reductores
25 Se calcula mediante la ecuacion v= m/p, donde (m)= masa de alcohol tedrica y (p)=Densidad del alcohol 0.789 g/mL
26 % X=masa experimental de Bioetanol / masa de azlcares reductores x100
27% R= masa experimental de Bioetanol / masa tedrica de Bioetanol referente a los azlcares reductores totales x 100
28 95 X=masa experimental de Bioetanol / masa de coronta alimentada x100
29 05 R= masa experimental de Bioetanol / masa tedrica de Bioetanol (referente al porcentaje de material hemicelulésico) x 100
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En la tabla 23.2 se muestra el disefio experimental construido mediante la
metodologia Taguchi, esto implica que se ajustan 8 condiciones experimentales, por
otra parte se dispone de 8 columnas, a cada una se le asigno un factor. Si en particular,
se asignan los factores en orden a las 6 columnas, dejando libre las dos ultimas, el

arreglo queda.

Tabla 23.2 Disefio de experimento Taguchi

N° MC |CA |T® |tH |ML [tF % AR
Ex3° |[MC |CA |T° |tH |ML |tF |el |e2|(g) |(%0) |(°C)|(h) |(%) |(dias)
1 1 1|1 1 1 |11 (1|10 |4 |90 |15 |12 6 32
2 1 1 |1 2 2 |22 (2110 |4 |90 | 2 |14 8 29
3 1 2 | 2 1 1 |2 |2 (2|10 | 7 (100 |15 |12 8 36
4 1 2 |2 2 2 |11 |1 10 | 7 |100| 2 |14 6 32
5 2 1|2 1 2 |11 |2 |20 | 4 |100|15 |14 6 36
6 2 1|2 2 1 |22 |1]20 |4 |100| 2 |12 8 35
7 2 2 |1 1 2 |22 (1120 |7 |90 |15 |14 8 35
8 2 2 |1 2 1 |11 (2|20 |7 |90 | 2 |12 6 36
Total =271

Se observa que en las columnas 7 y 8, se ha escrito la letra e1 y e2

respectivamente, para indicar que en ellas se evaluara el error aleatorio.

23.1.1 Analisis de Varianza (ANOVA) para el proceso de hidrolisis

1. Como primer paso, se obtienen los totales de la variable respuesta (azUcares
reductores totales), para cada uno de los niveles de los factores. Para calcular los
totales en cada nivel del factor masa de coronta, se observa que las primeras cuatro
pruebas del arreglo se efectuaron con el factor a su nivel 1 (10 g) y las siguientes

cuatro a su nivel 2 (20 g).

30 (N° Ex)= Numero de experimento, (MC) =Masa de coronta, (CA)= Concentracion de &cido Sulftrico,
(T%= Temperatura de hidrdlisis, (tH)= Tiempo de Hidrdlisis, (ML)= masa de levadura, (tF)= tiempo de
fermentacion, (el)= error aleatorio 1, (e2)= error aleatorio 2, (%AR)=Porcentaje de AzlUcares
Reductores Totales.
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Los totales para el factor masa de coronta (MC) se calculan de la siguiente
manera: MCi= total del porcentaje de azUcares reductores que se tomaron con el
factor MC a su nivel 1.

MC1 = 23+26+36+32=129

MC:= total del porcentaje de azlcares reductores que se tomaron con el factor MC a

su nivel 2.
MC2 =36+35+35+36= 142

El procedimiento que se sigue para calcular los totales de los otros factores
(CA, T°, tH, ML, tF, el, e2), es el mismo que se aplicé para MC, teniendo como

resultado los totales que se muestran en la tabla 23.3.

Tabla 23.3 Totales de los factores y sus niveles

Factores MC CA TO tH ML tF el e2

N1 129.00000|132.00000 | 132.00000 | 139.00000 | 139.00000 136 136.00000 | 134.00000
N2 142.00000 | 139.00000 | 139.00000 | 132.00000 | 132.00000 135 135.00000 | 137.00000
S N1,N2 271.00000 | 271.00000 | 271.00000 | 271.00000|271.00000|271.00000 | 271.00000 | 271.00000
Diferencia| 13-00000 | 7.00000 7.00000 | -7.00000 | -7.00000 | -1.00000 | -1.00000 | 3.00000

Se observa en la tabla 23.3 que la suma de los dos niveles debe dar siempre el

total de las ocho lecturas 271 que se denoté en la tabla 23.2.

siguiente ecuacion

Ecuaciéon 23.1 Suma de Cuadrados

SSX = (Total nivel 2 - Total nivel 1)2 /n

Donde “n” representa el nUmero total de experimentos
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Asi por ejemplo, para el factor MC, la sumatoria de cuadrados se calcula sustituyendo

valores en la ecuacion 23.1, donde n representa los 8 experimentos.

SSMC= (MC2 -MC1)?%/ 8
SSMC= (142.00000-129.00000) %/ 8= 21.12500 con 1 G.L

Para el célculo de la sumatoria de cuadrados de los demas factores se sigue la
misma metodologia, excepto para los errores, donde se toma la diferencia entre el
nivel 1 y 2 se eleva al cuadrado y se divide entre el nUmero de experimentos,

expresandolos de la siguiente manera:

SSel= (Diferenciael)?/ 8

SSel= (-1.00000) %/ 8 = 0.12500

SSe2= (Diferencia e2)?/ 8

SSel= (3.00000) %/ 8= 1.12500

SSe= SSel + SSe2

SSe=0.125000 + 1.12500 = 1.25000 con 2 G.L
3. Construccién de la tabla de ANOVA

Tabla 23.4 Analisis de Varianza (ANOVA)

Efecto SS G.L V Fexp
21.12500 21.12500 33.80000
MC 1
6.12500 6.12500 9.80000
CA 1
6.12500 6.12500 9.80000
TO 1
6.12500 6.12500 9.80000
tH 1
6.12500 6.12500 9.80000
ML 1
0.12500 0.12500 0.20000
tF 1
1.25000 0.62500
Error 2
47.00000
Total 7
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Bajo la columna SS se tienen las sumas de cuadrados, asi mismo bajo la columna
G.L. (grados de libertad), se muestra el nimero de columnas que se usaron para
evaluar el factor, en este caso, sélo puede ser de uno para cada factor y mas de uno
Gnicamente para el caso del error. La columna V, se obtiene dividiendo el nUmero bajo

la columna SS, entre el numero de la columna G.L.
Asi por ejemplo, para el factor MC se tiene

V= SSMC/G.L

V=21.12500/1=21.12500

Por altimo, el valor de Fexp, se obtiene de dividir el valor de V de cada factor, entre

el valor de V para la estimacion del error.

Fexp de X=V(X)/V (error)

Fexp de MC= 21.12500/ 0.62500= 33.80000
4. Conclusiones

Los factores que tienen Fexp mayor que 2: Masa de coronta, concentracion de
acido, temperatura y tiempo de hidrdlisis, se consideran que afectan la variable
repuesta % de Azlcares Reductores Totales, estos son llamados factores
significantes, mientras que los que no resultaron significantes: masa de levadura y
tiempo de fermentacion se consideran como error aleatorio, a fin de obtener una mejor
estimacion (con mayor numero de grados de libertad). Cabe mencionar que los
factores masa de levadura y tiempo de fermentacion no resultan significantes en esta

etapa del proceso, porque son variables manipulables del proceso fermentativo.

Por lo tanto para mejor estimacion de SSe se considera la sumatoria de

cuadrados de masa de levadura (SSML) y tiempo de fermentacion (SStF).
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SSe= SSML + SStF + SSe

SSe=6.12500 + 0.12500 + 1.25000= 7.50000

Con 1+1+2= 4 grados de libertad y (Ve)= (SSe) /4= 7.50000 /4= 1.87500

En la tabla 23.5 del analisis de varianza solo se indican los factores que afectan

la variable repuesta (% de azucares reductores totales).

Tabla 23.5 Andlisis de varianza para los factores significantes en la variable respuesta

Efecto SS G.L \% Fexp
21.12500 21.12500
MC 1 6.20
6.12500
CA 1 6.12500 1.80
6.12500
TO 1 6.12500 1.80
6.12500
tH 1 6.12500 1.80
13.62500
Error 4 3.40623
53.1250
Total 7

Ahora queda decir a que nivel habra de fijar cada factor significante y qué se

puede esperar. Para tomar esta decision, se obtienen los promedios de las lecturas

gue se tomaron a cada nivel para cada uno de los factores significantes.

Los promedios del porcentaje de azlcares reductores para cada nivel, se obtienen

dividiendo cada uno de los totales entre 4, (cada total es la suma de cuatro

experimentos).

MC, =MC1/ 4
MC, =129.00000 4 = 32.25000
MC, =MC2/ 4

MC2 =142.00000 4 = 35.50000
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El resto de los promedios se muestran en la tabla 23.6

Tabla 23.6 Promedio del nivel 1 y 2 en cada factor

Factor Nivel 1 Nivel 2
MC 32.25000 35.5000
CA 33.00000 34.75000
TO 33.00000 34.75000
tH 34.75000 33.00000
ML 34.75000 33.00000

tF 33.75000 67.75000

El promedio general de la respuesta es:

% AR=(32+29 + 36 + 32 + 36 + 35 + 35 + 36)/8
%AR=271/8

%AR= 34.00000

Los factores masa de coronta, concentracion de acido sulftrico, temperatura y
tiempo de hidrdlisis que afectan el porcentaje de azUcares reductores en el proceso
hidrolitico, deberan fijarse al nivel que aumente el porcentaje de la variable repuesta,
esto es al nivel que se obtenga el promedio mayor, para lo cual MC2, CA2, T% y tHj,
20 gramos de masa de coronta, concentracion de acido 7 %, 100 °C de temperatura y
1.5 h de hidrdlisis.
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= ¢;Cual sera el nivel esperado de % de AzlUcares Reductores Totales bajo

los nuevos porcentajes propuestos en el estimado?

Para contestar esta interrogante, en cada efecto significante se calcula una resta

gue se denomina el efecto de cada factor respecto al promedio general.

EF= (promedio bajo la condicién propuesta del factor — promedio general)
EFMC= 35.5000- 34.0000
EFMC= 1.50000

Siguiendo la misma metodologia del efecto en el factor masa de coronta, se
calculan los factores temperatura y tiempo de hidrdlisis, los resultados se muestran en
la tabla 23.7

Tabla 23.7 Efecto de cada factor significante

Factor Efecto
EFMC 1.50000
EFCA 0.75000
EFTO 0.75000
EFtH 0.75000
% AR est

Finalmente, el resultado esperado bajo las condiciones MCz, T% y tH1, denotado
como % de Azucares reductores Totales estimado, se calcul6 sumando al promedio
general % AR y todos los efectos de los factores significantes, por lo tanto teniendo
mayor porcentaje de azUcares reductores totales se espera que incremente el

rendimiento de bioetanol.
% AR est =% AR + EFMC + EFCA + EFT°+ EFtH

% AR est = 34.00000+ 1.50000 +0.75000 + 0.75000 +0.75000
% AR est =37.75=38
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23.1.2 Analisis de varianza (ANOVA) para la fermentacion y proceso general

El procedimiento para el calculo de los porcentajes de conversion y rendimiento

en la etapa de fermentacion y proceso general, es el mismo que se empleé en el

andlisis de varianza para azucares reductores totales, los resultados se presentan en

la tabla 23.8.

Tabla 23.8 Variables respuestas con su valor promedio estimado

Variable Respuesta

Valor estimado

Porcentaje de conversion en fermentacion 39
Porcentaje de rendimiento en fermentacién 79
Porcentaje de conversién proceso general 24
Porcentaje de rendimiento proceso general 30
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Anexo: 23.1

23.1.1 Resultados del andlisis del porcentaje de alcohol mediante analisis
Cromatogréfico

Calibracion del equipo y especificaciones para la cuantificacion del porcentaje de
Alcohol etilico

Calibration Table

Etanol percents

Calik. Data Modified = 4,23/2015

Ab=_. Baferesnce

Oncalibrated Fezks oot reported

Partial Calibraticn : Ta=, identified pezks are recalibratsd
Correct All Ret. Times: Ho, only for identified peaks

Curwe Type

F o TR,

Origin

Weight

Becalibration 3=ttings
Ayrerage Responss : Airerage zll calibrations
Average Betention Time Floating Awerage New T3%

ion Beport Cpticons
intout of recalibrations within a seguence:

Hormal Report before Becalibration

Calibration Report before Re

Calibration Table after Reca

Hormal Report after Recalibration

racketin

2.452 1 1 2. Etanol %
- -
= PR - -
-3 ou_u = g
. 80 .0 1 2.25616e4 2
=] &0 J 2.51706e4 2
Peak 3um Table

#4tHo Entrie= in table®#t
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Curva de Calibracioén

Calibration Curves

Ama Etamol ¥ at e=xp. BT: Z.432

,-"‘E FIDL A, FIDlA, Fromt Sigmal
3000 s S

] ! Correlation: 1.4%801
30000 L. - -

] / Residual Jtd. Dev.: T721.77851
50004 y 3 Formula: y=mx + b
20000 ¥ m 402.97513
12000 ___.-"' ke RQT M90ET

E 1 . - - R
10000 ;I"’J x: Amount
ﬂll'f,_,; y: Brea

J- T T T T I T T T T I

a =0 100

Agount WY1
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Especificaciones para el andlisis del experimento 1

OHEIRLET2 2Z015-08-22 12-27-22\ETOLEIALET2000Z.D

S mT o= WY
ales? Ml

Acg. Operator : Cesar Quintero Canizalss Sag. Line : 1
Acg. Instrument : Instrument L Location : Vial 101
Injection Date : 5/23/2015 12:50:43 FM Inj 2

Inj

1\ DATA\ETOH\ETOHKIALETZ 2
1\ DATA\ETOH\ETOHRIALETE Z015-05-23 12-37-22\ETANOLPERCENTSCAL.M

: 9/23/2015 12:26:35 PM by Cesar Quinterc Canizales

Sequence File

Mathod :

Las=t cl

M=thod Info : Prusba alcoholica

Sample-related custom fislds:

Hame Value
Module Type [irmware rev. Jerial number
Agilent Agilent TOS0A 7890 A.01.09 CHlngallaz

Software Bevision: Rewv. B.04.01 3P1 [647] Copyright @ Agilent Technologis=s

Column Descriptiom : HE-53 5% FPhenyl Methyl 3iloxan
g

Products® - 1808lJ-4lz3 Batch: Agilent
Sariald : 1000.50742
Diameter : 220.00 pm Lengsh : 30.0m
Film thickness : 025 pm Void time : 1.284 min
Maximum Pressure  : 0 bar Maximum pH : 0
Maximum Temperature: 3225 °C
Commant :

Run Logbeck
Methaod Method started: (F) linef 1 as 101 inj# Z 12:47:23 08/23/15
Mathod Instrument running sample Vial 101 (fromt) 12-47:23 049/23/15
Method Instruments run completed 0%/23/15
Mathod Zavring Method ETANOLPERCENTSCAL. M ns/z2a/1s
Mathod Zaring Method RON.M 0s8/23/15
CPF Macro Enalysing rawdata EtolEiaLesZ0002.D 12:39:43 08/23/15
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Cromatograma experimento 1

Data File C:\CHEMZZL1\DATA\ETCHA\ETOHEIALET2 2015-03-23 12-37-22%ETOLEIALETR000Z.D
Rawgle Hama: ECOH Hialatl HL

Ry, OpeEarar ¢ Cadar (Mlntero Canizalad Begy. Lime = 1
Aeg. Imatrumant @ InatEumant 1 Lecation = Vial 101
Irjection Date & 977372015 12:50:43 M Inj = 2
Inj Voluwsme = 0.2 pl
Sequence Flla ¢ CWChen3I\1\DRTAVETOHA\ETOERIALETY Z015-09-23 12-37-12\ETOHKTALET2.S
Hathesd ¢ CEACHEMEZINDRTANETOHA\ETOEETALETY 2015-00-23 12-37-12\ETAHOLPERCENTACAL .M
Laat changed OBSISI0LE 12:36:35 T by Cesar Quinatars Canizalas
Hathod Info ¢ Frusaba alsokollos

Sanpla-ralated cudtom Clalda:

Hars |¥alue

RO &, FIZa, Fron Sgaal (ETOLKIALET 00D )
z ]
14000
12002
10600
] #
B0~ E
4000} 5
] ri
A L ’
3 1 2 ] 4 5 - I B p
Extarnal Standaed Repart
Eorted By H Sigral
Calils, Data Hediflad = Sf23FZ015 1Z:06:16 FPH
Heltlgliae: i 1.0000
Dllutian: : 1.0000
Oaa Moltiplier & Diletien Factor with ISTDa
Slgnal 1: FIDL &, FID1A, Fromt Slgmal
RalTins Tyma Rrea Rt/ Riaa Anpust  GEp Hame
[mir] [ph*al [% WiV]
== | == | e e = | e e
2.401 BB TTEL.GEZ48 2,1B9974-3 17.05011 Etanal &

Tobala & 17.05011
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Curva de calibrado para el experimento 1

Datz File C:\CHEM3Z\1\DATA\ETOH\EICHKIAIETZ 2015-09-23 12-37-22\ETCLKIALETZ0002.D
Sample Name: ECOH Kialet2 M1

Lcg. Operator @ Cesar Quintero Canizales Seg. Line 1
Lcqg. Instrument @ Instrument 1 Location @ Wial 101
Injection Date : %/23/2015 12:50:43 BM Inj «+ 2

Inj Volume : 0.2 pl

i Ci\Chem32\ INDATANETOHN\ETOHKIALET2
+ Ci\CHEM3Z2\1\DATANETOH\ETOHKIALET2

Sequence File

Method

2015-08-23
2015-08-23

12-37-22\ETOHKIALETZ. 3
12-37-22\ETANOLPERCENTSCAL. M

Last changed
Method Info

» B/23/2015 12:36:35 M by Cesar Quintsro Canizales
: Prueba alccholica

Sample-related custom fislds:

Curves

Calibraticn

R Etanol % at =xp. RT: 2.452
"5 | FID1 A, FIDIA, Front Signal
Correlation: 0.4959901
2 Besidual Std. Dev.: 731
Formula: y=mx + b
m: 403,97513

b BO7. 72257

o,

30000

77851

17| Measured point (17.050, 7 T0es003)
— T T ]

0 &0 100 L
Amoundfh § V] X: amount

T -
7. A28

%% End of Report ¥4
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Especificaciones para el analisis del experimento 2

Data File C:\CEEMAZN1\DATAN\ETOENETOHKIALETZ 2015-08-23 12-37-IE\ETOLKIALETZI004.D

Sample Name: Ie0E Fialetl M2

Acg. Operator @ Cesar Quintero Canizales dzg. Line : 2
Aczg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 102
Injection Date : 972372015 1:15:07 BM Inj = 2

Inj Volume : 0.2 pml

Jeguence File : C
M=thod o QoW CHEM3AZN I\DATANETOEN\ETOHREIALETZ Z20LE5-08-23 12-37-22\ETANOLPERCENTICAL M
Last changed ;82372015 12:36:35 PM by Cesar Cuintero Canicales

Mathod Info : Prusba alcoholica
Sample-related custom fislds:

Mzdule Type Firmware rev. Serizal nurber

Software Bevision: Bev. E.04.01 3Pl [£47] Copyright € Agilent Technologizs
Column Description : HP-3 5% Fhenyl Methyl 3iloxan
Products : LE0GLJ-413 Batchg: Agilent
Smrials :  1000.50742
Diameter : 320,00 pm Length : 0.0 m
Film thickness 0.25 pm Void time : 1.2E4 min
Mawimum Pressure 0 bar Manxinum pH
Mawimum Temperature: 225 "C
Comment

Bun Logbook
Mathod Method started: (F) lineg 2 at 102 injg 2 13:11:58 08723715
Mathod Instrument running sample Vial 102 {front) 13:11:58 08/23715
Mathod Instrument run completed 13:24:07 08723715
Method Jaring Method ETANOLPERCENTSCAL.M 13:24:07 098/23/15
Method daving Method BDH.M 13:24:07 08/23/15
CF Macro Enalysing rawdata EtolKiaLlet20004.0 13:24:08 08/23/13
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dacida

diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Cromatograma experimento 2

Data Fille C:%CHEMIZY\1\LATR\ETGH\ETOHEIALETZ Z015-0%-23 1Z-37-22\ETOLKIAKLETZ0004.0
Sarpla Hame: EtOH Bialat2 MZ

Aog. OpeEator H
Agg. Instrimsant :
Injecticn Date :

Zaquerce Flle ]
Mathod ]
Last changed H
Mathod Infe ]

Cesar Jointers Canlzales 9eq- Line : 2
Imatrimant 1 Locatian : Wial 102
972372015 1:15:07 MM Inj = 2

In] Volumse = 0.2 pl
CohChamd s 1\ DATA\ETOE ETCHETALETE Z2015-0%-23 12-37-2N\ETOHEIALETI. S

CoACHEMIZ, 1VOATANETOEN ETCHETALETE Z015-0%-23 1Z2-37-2NETANOLPFERCENTSCRL .M

9/23/2015 12:36:35 PH by Cesar Quinters Canirales
Prueba aleokalica

Sarple-ralated custom [lelda:

Kl |Valise
- - - I_ - - -
FIDN A, FID'WA, Front Sigrad (E 1 OLFLALE | 20004 1]
1 ]
'-ll\:ﬂ:l-_
'::I.'n-: ]
so0n 5
] £
2000 ] |
a ] 1 1 J |L 1 1 1
i z 3 i . 5 t : v
Extarnal Standard RepoEt
Zarted By Zignal
Calib. Data Madifled SF23F2015 1Z2:08:06 P
Moltipliar: 1.0000
Dilatiom: 10004

Dae Hultiplier & Dilution Factar with ISTDS

Signal 1: FIDL R,

FIDL1A; Front Sigral

BatTime Type LTS T Rt fREea Rmcant ZER Hasme
[min] [phval [ ¥V

] B I B B
Z.416 BE 1_72864ed Z.34EBGe-3 40 55842 Etansl &

Tatals 40 55842
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Curva de calibrado para el experimento 2

Data File C:\CHEM3zZ\1\DATAN\ETOHA\ETCHKIALETZ 2015-09-23 12-37-22\ETCLKIALETZ0004.D
Sample Name: EtOH KiaLet2 M2

-

Acg. Operator : Cesar Quintero Canizales

i

Lin

Acg. Instrument : Instrument 1 Location @ Vial 102
Injection Date : 972372015 1:15:07 PM Inj

Inj Volume : 0.2 pl

-

Sequence File @ Ci\Chem32\1\DATA\ETOH\ETOHKIALETZ 2015-08-23 12-37-22\ETOHKIALETZ.S

Method y CeNCHEM3ZNINDATANETOHAETOHEIALETZ 2015-0%-23 12-37-22M\ETANOLPERCENTSCLL.M
Last changed : /2372015 12:36:35 PM by Cesar Quintero Canizales
Method Info : Prusba alcoholica

Sample-related custom fislds:

Calibration Curves

Rree Etanol % at exp. RT: 2.452

] + 5 | FIDOL &, FID1Z, Front Signal
300005 o4 Correlation: 0.93901
20000 31.732+004 2 Residual Std. Dev.: 7T31.77851
. ] 1 Formula: vy =mx + b
R m: 403.97513

Pk doe | b:  B897.72257
’ AmoR LY “ i Amount
y: Area

#+% End of Beport
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Especificaciones para el analisis del experimento 3

Data File C:h

1\ DATAETOH\ETOHEIALETE 2015-08-23 12-37-22\ETOLRIALET2000€.D

Jample Name: EsOH FiaLetZ M3

Acg. Operator : Cesar Quintero Canizgales Jeq. Line : 3

Acg. Instrument :@ Instrument L Location : Vial 102

Injection Date - 9/23/2015 1:-39:24 PM Inj
Inj Volume : 0.2 pl

File : C:'\Chem32',1\DATA\ETOH\ETOHEIALETZ 2015-09-23 1Z-37-22\ETOHKIALETZ.3

: \CHEM32'1\DATA\ETOH\ETOHEIALET? 2015-09-23 12-37-22\ETANCLPERCENTSCAL M

901 s

Last changed - G23/2015 12:36:35 PM by Cesar Quintero Canicales

Jequence

Eethod

Hethod Info : Prusba alcoholica

Jample-related custom fislda:

Hame Value

Hodole Type TDimmware zev. derial nomber

Agilent Bgilent TES0A TESOR A .01._D% CW1Dg3llaz

Joftware Bevision: Rev. B.02.01 3P1 [647] Copyright @ ARgilent Technologies

Column Description nyl Methyl 3ilcean

Producktd Batchf: BAgilent

Seriali
Diameter : 320.00 pm Length : .0m
Film thickns=s : 025 mm Void time : 1.284 min
Haximm Pressurs : 0 baz Maximum pH : 0
Maximm Temperature: 323 °C
Comment :

Bun Loghbook

] e

Hethod Method started: (F] line=d 3 at 102 inj# 2

T

Hethod Instrument running sample Vial 102 (front)
Hethod Instrument run complated

Hethod Zaving Method ETANOLPERCENTITAL.M

Hethod Javing Method RON.M

R —

CF Macro Analyzing rawdata EtolEiaLles20008.T
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dacida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Cromatograma experimento 3

Data File C:%\CHEMIZAI1'WLATR\ETOH\ETOHKIALETZ Z015-0%-23 1Z2-37-22\ETOLEIARLETZOO0&.D
Sarpla Hama: ECOH BiaLat2 M3

Rog. Operator = Casar Juinters Canizales 9ey. Line : 3
Reg. Inatrmsent @ Instsusent 1 Locatisn = Wial 103
Injection Date = 9/23/2015 1:35:34 PM Inj = 2
Inj Wolums = 0.2 pl
Saquence Flle f Cr\ChamiZh 1 EATR\ETOH\ETOHKTALETZ 2015-0%-23 12-37-I\ETOHKIALETZ. =5
e thnd 5 Cr\CHEMIZ 1\ BATER\ETOH ETOHKTALETE? Z2015-0%=23 12-37-22%ETERNOLPFERCEMTSCHKL M
Last changed f BF23F2015 12:36:35 PH by Cesar Quinters Canizales
Mathod Info : Frusba alcolalica

Zarple-related custom Tields:

Harss | Valise

FIO & FIDNA, Froel Sgel (BT OLEIALE T 20008 0]
i ]
'-lll:lh:
] £
1o B
] &
000 &
] i
] i
u:m:
o
o]
: z 3 H E 5 ' H Vs
External Stardard Repoet
Sarted By - Signal
Calib. Data Modifled : SFIIFI0LE 1Z:06:06 P
Maltipliar: - 10000
Dilutliors: - 10000

Pae Multiplier & Dilution Factar with ISTDs

Signal 1: FIDl A, FIDlA, Front Sigral

BatTize Type LTE hmt fRrea Hrscsant SER B
[min] [ph*a) [a ¥/W]

e B B e B
Z.420 BE = 1.89435ed Z.358009a-3 &4 . ETO4E Etancl %

Tatals : &4 . 6T048
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Curva de calibrado para el experimento 3

Data File C:\CHEM3Z\I\IRTA\ETOH\ETCHKIALETZ 2015-09-23 12-37-22\ETCLKTALETZ0006.D
Sample Name: EtOH KiaLet2 M3

Acg. Operator @ Cesar Quintero Canizales Seq. Line : 3
Acg. Instrument : Instrument 1 Location @ Vial 103
Injection Date @ 9/23/2015 1:39:34 FM Inj: 2
Inj Volume : 0.2 pl
Sequence File @ C:\Chem32\1\DATA\ETCOH\ETOHKIALETZ 2015-09-23 12-37-22\ETCHKIALETZ2.S3
Method : C:\CHEM32\1\DATANETOH\ETOHKIALETZ 2015-0%-23 12-37-ZZ\ETANOLPERCENTSCAL.M

Last changed r G/23/2015 12:36:35 PM by Cesar Quintero Canizales
Method Info : Prueba alcoholica

Sample-related custom fislds:

Calibration Curves

Rres Etanol % at =xp. RI: 2.452

“5 | FIDL &, FIDIA, Front Signal

Correlation: 0.99401

180004 2 Residual 5td. Dev.: 731.77851
i Formula: y=m< + b

i
E
A

=

10000

4470 .
T 2:

L 100 R
Amound VY X Amount

[=]
=

¥ End of Report ¥+
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Especificaciones para el analisis del experimento 4

Data File C:%WCHEM3ZV\1\[CATAN\ETOH\ETOHRIAIETZ 2015-0%-23 12-3T7T-Z2\ETCLEIALETZ0005.D

Jample Mame: Et0H FiaLlet2 M3

Bog. Operator : Cesar Quinterc Canizales Zeq. Line : 4

Acg. Instrument : Instroment L Location : Vial 10
Injection Date : 9/23/2015 2:04:10 B Inj 2

Inj Volume 0.2 pl
Sequence File : C:\Chem22% 1\ DATA\ETOH\ETOHRIALE 15~ 3 12-37-22\ETOHFIALETZ .3
Mathod C:\CHEM3Z\1 E-23 12-37-2Z\ETANOLPERCEMNISCREL .M
Last changed : 84232015 12:26:25 PM by Cesar Quintero Canicales
Mathod Info : Prusba alecocholica

Sample-related custom fields:

Hame Valu=

Module Type Fizomware rev. Gerial mumber
Agilent Bgilent TES0R T80 A.DL.DS CMloBalla2
Software Bevisipn: Bew. B_04.01 3P1 [647] Copyright @ Agilent Tachnologims
Column Descriptiom : HP-S 5% FPhenyl Mechyl 3iloxan

Productd » leQelJ-412 Batchf: 2Agilent

Serialf - 10o00.50742

Diameter : 320,00 mm Length : 0.0 m
Film thickness : D0.25 mm Void time : 1.264 min
Marximum Pressure : 0 bar Maximm pH : ]
Maximum Temperature: 25 °C
Comment

Bun Logbook
Mathod Mathod starsed: (F] linef 4 at 104 injd 2 {15
Mathod Instrument running sample Vial 104 (fromt) 15
Mathod Instrument run complated 14:-13-10 08/22/15
Method Saving Method ETANOLPERCENTICRAL.M 14:13:10 08/23/15
Method Sawing Method RON.M 14:13:10 08/23f15
CP Macro Amalyzing rawdata EtolFialetZO003.D 14:13:10 08/23f15
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dacida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Cromatograma experimento 4

Data File C:\CHEMIZ1YFATR\ETOH\ETOHRKIALETZ Z015-05%-23 12-37-Z3\ETOLEIRLETIONNS. D
Sarplae Hamae: ETOH EiaLatl M4

Aog. Operator ¢ Casar Juintefs Canlzales Seg. Lina : 4
Bog. Inatrmsent @ Irstrumest 1 Location ¢ Vial 104
Injection Date = 972372015 Z:04:10 PM Inj : 2
In] Volums = 0.2 pl
Saquerce Flle ¢ CehChemdzy 1yBATA\ETOE\ETOHRETALETZ 2015-0%-23 1Z2-37-22%\ETOHKIALETZ =
Min thusd : CrNCHEMIZL1\LATA\ETOH\ETOHRTALETZ 2015-0%-23 1Z-37-22\ETANOLIFERCENTSCAL .M
Last changed : B/23/201% 12:36:3% PH by Caesar Quinters Canizales
Mathod Infe ¢ Prueba alsakalica

Sargple-related custom [ields:

Hafs | Valis

FICT &, FID IR, Froet Sges (E T OLFIALE T 20008 1]
i ]
1400
'Ilh-: *
s E
] =
00N ] o
b o
000 ]
o T T r L T T Y
i 2 3 A £ & ¥ H i
Extarnal Stardard Repoet
Sarted BY . Signal
Calib. Data Modifled 2232015 12:08: 16 P
Maltipliar: 1 1.0000
Dilotiomn: 1 1.0000

Pae Wultiplier & Dilution Factaor with ISTDa

Signal 1: FIDl A; FIDIA, Fromt Signal

RatTime Type hraa Rmt fREea Rrsant CEp  Hame
[min] [ph*a) & W7
- | | | = |
Z.415 BB 1.55020ed4 Z.33206&-3  36.15134 Etancl &
Tatals : 36.15134
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Curva de calibrado para el experimento 4

Data File C:\CHEM32\1\DATR\ETOH\ETCHKIALETZ 2015-09-23 12-37-22\ETCLKIALETZ0008.D
Sample Name: EcOH KialetZ M4

Aeg. Operator @ Cesar Quintero Canizales Seq. Line 4
Aeg. Instrument @ Instrument 1 Location @ Vial 104
Injection Date : 9/23/2015 2:04:10 PM Inj

nj Volume : 0.2
Sequence File @ C:\Chem32\1\DATA\ETCH\ETOHKIALETZ 2015-09-23 12-37-22\ETOHKIALETZ2.3

Method : C:\CHEM32\1\DATA\ETCH\ETOHKIALET2 2015-0%-23 12-37-22\EIANOLPERCENTSCAL.M
Last changed s 972372015 12:36:35 PM by Cesar Quintero Canizales

Method Info : Prueba alccholica

Sample-related custom f£islds:

Calibration Curves

Aree 3 Etanol % at exp. BT: 2.452
] ¢~ 5 | FIDL &, FIDIA, Front Signal
Hnuug 4 Correlation: 7.95901
20000 44 55es004 2 Residual 5td. Dev.: T731.77851
] : Formula: v =mx + b
100003 e e
m: 403.97513
0 Skl : ' 897.72257
0 50 100 . Rmerim
Amount ¥ /Y1 R Anount
Vi Areas

%% End of Report %%
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Especificaciones para el analisis del experimento 5

Data File C:\CHEM22\1\DATA\ETOH\ETOHRIALETZ? 2015-05-23 12-27-22\ETOLEIALETZ0010.D

Jample Mame: EtOH EiaLlet2 MS

Aog. Operator @ Cesar Quintero Canicales 3eqg. Line = 5

B~g. Instrument : Instrument 1 Location - Wial 105
Injection Das= : 9/23/2015 2:28:32 BM Inj : 2
Tl TTLT - =

Inj Volmme : 0.2 ul

Sequence File C:YChem32\ 1\ [ATR\ETOH\ETOHFIALET? 2015-0%-23 12-37-22\ETOHRIALETZ.3
Mathod C:\CHEM22\1\DATA\ETOH\ETOHFIALET? 2015-0%-23 12-37-22\ETANOLEFERCENTSCREL.M
Last chang=d §/23 2015 12:36:35 BM by Cm=ar Quintero Canizalas

Mathod Inf : Prusba alcoholica

Sample-related custom fields:

Hams= Talus=

Module TIype [Cimmware rev. 3erial number

Agilent Agilent TES0A TEO0R A.01.0E CHlogallaz

Software Pevision: Bew. B.04.01 3P1 [€47] Copyright & Agilent Technologiss

Colum Descriptiom : HP-5 5% Phenyl Methyl 3iloxan
Productd - lo0olJ-413 Batchs: BAgilent
LRmn Emman

Serialf - 1000.50742

Diameter : 320,00 pm Length : 20.0m

Film thicknesas : LIS Em Void time - 1.264 min
Mamimum Pressure 0 bar Mamimm pH : ]

Mamimum Temperature: 3225 °C

Comment

Bun Logbook
Mathod Mathod started: (F] limed 5 at 105 injd 2 14:25:2F 08/23/15
Method Inatrument running sample Vial 105 (fromt) 14:25:22 08/23/15

Method Instrument run completed 14:37:31 08/23/15
Method Saving Method ETANOLPERCENTICAL.M 14:37:32 08/23/15
Mathod Saving Method BIN._M 14:37:32 08/22/15
CP Macro Analyzing rawdata EtolFialesZO0L0.D 14:37:32 08/23/15

Bra. Kiara Montiel, Bra. Leticia Romero 108



Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dacida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Cromatograma experimento 5

Data File C:%\CHEM3IZ'\1\DATR\ETOH\ETOHKIALETZ ZO015-0%-23 1Z-37-23%ETOLEIALETIO0010.0
Sample Hamae: ECOH Kialat? M5

Rog. OpeEator : Casar guinters Canlralas Sey. Line = 5
Beg. Instrusent : Instooment 1 Location = Vial 106
Injecticn Date = 9/33/2015 2:28:37 MM Inj = 2
Inj Wolumse = 0.2 pl
Saquerce Flle f Ce\Chamdzh 1Y DATR\ETOHENETOHRTALETZ 2015-0%23 12-37-2I1%\ETOHKIALETI. 8
Mathod f CeNCHEMIZS 1YZDATRAETOHENETOHRTALETZ 2015-0%23 1Z-37-21%ETRNOLPFERCENTSCAL .M
Last changed £ BS2EFE01S 12:36:35 PH by Casar Quinters Camizales
Mathod Info ¢ Prueba alcohalica

Sample-related sustom Fields:

Hlas |Valise

FION A, FIDUR, Froel Sgee (ETOLRIALE T 20010.0)
g ]
'-lll:lh:
.m: E
s 5
] m
i -
S0IK] 'y
2001
a T T T T Y
i 2 3 1 : 5 ' : Y
External Stardard Repoet
Sarted By - Signal
Calib. Data Modified : SFIIFI0LE 1Z:06:06 PN
Maltipliar: - 10000
Dilutlom: - 10000

s Multiplier & Dilutlor Factar with ISTDa

Signal 1: FID1 R, FID1A, Fromt Sigral

BatTime Type B hnt/Rrea Hmoant CER Safras

[mim] [ph*a) [a Ws/V]

e e B B Rt B
Z.418 BH 1.85768&d4 Z2.35578&-3 43.7E285 Etancl %

Tatalas & 43.76285
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Curva de calibrado para el experimento 5

Data File C:\CHEM3Z\I\IATAZ\ETOHNETCHEKIALETZ 2015-09-23 12-37-22\ETCLEIALETZ0010.D
Sample Name: EtOH KialetZ M5

Zcg. Operater @ Cesar Quintero Canizales Seq. Line 2
Log. Instrument @ Instrument 1 Location @ Vial 105

Injection Date : 9/23/2015 2:28:32 PM Inj Z
Jequence File  : Ci\Chem32A\IN\DATANETORA\ETOHKIALETZ 2015-08-23 1Z-37-ZZ\ETOHKIALETZ.3
Method r Co\CHEM3Z\INDATRNETOHNETCHETALETZ 2015-05%-23 12-37-2Z2\ETANOLPERCENTSCAL.M

Last changed r G/2372015 12:36:35 PM by Cesar Quintero Canizales
Method Info : Prueba aleccholica

Sample-related custom fislds:

Calibration Curves

-~ ]

Etanol % at =xp. RI: 2.452
~ 5 | FI[1 &, FID1Z, Front Signal

LT

g
=
S

] Correlation: 1.99301
20000 3 1-88e+004 2 Reaidual Std. Dev.: 731.77851
. ] . Formula: v =mx + b

m””'g - m o 403.97513
0F 7 b: B%7.72257
: AU o wi Hmount
y: Area

% End of Report ¥+
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Especificaciones para el analisis del experimento 6

Data File C:%CHEM22)1\DATA\ETOH\ETOHFIALET? 2015-0%-23 12-37-22\ETCLEIAIETFO0LZ.D

Sample Mame: EtQH Eialet2 ME

(a1

Acg. Cperator : Casar Quinterc Canicales Zeq. Line :

2cg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 10€
Injection Dace : 9/23/2015 2:53:08 M Inj z
nj Volume : 0.2 pl
Sequence File T \DATANETOH\ETCHFIALET? 2015-08-23 12-37-22\ETOHFIALETZ.S
Method c: [ATR\ETOHAETOHFIALETZ 2015-05-23 12-37-22\ETRNOLEERCENISCAL.M
g

Last changed F2372015 12:26:35 BM by Ca=zar Quinterc Canicales

Mechod Info : Prueba alcoholica
Sample—related custom fields:

Ham= Talu=

Module Type  [Firmware rev. derial number

Agilent Bgilent T3590A 7850 A.D1.DS CHl0Bzallzaz

Software Pevision: Rev. BE.04.01 3Pl [€47] Copyright € Agilent Tachnologims

Colum Description : HP-5 5% Chenyl Mathyl Siloxan
Productd :  lB08lJ-413 Batchf: BAgilent
Serialf : lo00.50742

Diameter : 320.00 pm Langth : 20.0 m
Film thickness : D25 pm Void time : 1.264 min
Maximim Pressure : 0 bar Maximm pH : 0
Mamimum Temperature: 3225 °C

Comment

Bun Logbook

Method Method startsed: (F] lin=f € at 106 injd 2 14:4%:4B8 08/23/1
Method Instrument running sample Vial l0€ (front) 14:4%:-48 08/23/1
Mechod Instrument run completed

Method Saving Method ETANCLFPERCENT3CRL.M

Mathod Saving Method RON.M

CP Macro Amalysing rawdata EtolRiaLetZC0lZ.D 15:02:09 08/23/15
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dacida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Cromatograma experimento 6

Data File C:\CHEMIZW1\DATAN\ETCGH\ETOHKTALETZ Z015-0%-13 1Z-37-22\ETOLEIRLETIONLZ.D
Sarple Hama: ETOH Eialat2 Me

Rog. Operator ¢ Cesar Juinters Canizales 9eg. Line : E
Aog. Indtrument : Inatrumant 1 Location @ Vial 106
Injecticn Date = 9/233/2015 2:53:05 PM Inj = 2
Inj Volume = 0.2 pl
Segquersce Flle @ Co\Chem3Z\1\DATEN\ETOH\ETOHKTALETZ 2015-0%-23 12-37-Z2\ETOHKIRLET2 S
Matheod £ Co%CHEMAZY 1\ DATRN\ETOH\ETOHRIALETZ 2015-05-23 12-37-22\ETARMOLFERCENTACAL M
Last changed f 92302015 12:36:35 PH by Cesar Quintess Canizales
Mathod Infe ¢ Prusba alsokalica

Sarple-ralated custem Tialds:

Kt | Wi L i

FIDT & FIL A, Froel Sigeel (BT OLFIALE T 0012 0]
ik ]
'-l\:I'll-_
-::m-:
] r
500 E
o] .
] =
] ]
4\:!'.!1-_
2000 ]
a
i 2 H H L 5 ¥ H b ai
Extarnal Standard Report
Sarted By 2 Signal
Calib. Data Madified : S/23,2015 12:06:16 P
Moltipliar: 2 10000
Dilotiom: L 10000

DPse Multipliee & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FID]l A; FIDIA, Fromt Signal

BatTime Type L Rmt fAEea Amsant GEp  Hame

[min] [ph*a] (% W/V]

e D B el B L L e
Z.411 BB 1.31408e4 Z.30679e-3 0. 306463 Etancl &

Totals : 0. 30662
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Curva de calibrado para el experimento 6

Data File CiA\CHEM3ZA\INIRIANETOHMETCHKIALETZ 2015-09-23 12-37-22\ETOLKIALETZ0012.D
Seample Name: EtOH KialetZ Mo

Aog. Operator @ Cesar Quintero Canizales Seq. Line g
Aog. Instrument : Instrument 1 Location @ Vial 106

Injection Date : 9/23/2015 2:53:0% EM Inj: 2

Inj Volume : 0.2 pl
Jequence File @ C:i\Chem3d2\1\DATAAETOH\ETOHKIALETZ 2013-08-23 1Z-37-2Z\ETOHKIALETZ.S
Method : C:WCHEM3Z2W1\DATA\ETOH\ETOHKIALETZ 2015-09-23 12-37-22\ETANOLFERCENTSCAL.M
Last changed r 972372015 12:38:35 PM by Cesar Quintero Canizales
Methed Info : Prueba alccholica

Sample-related custom fislds:

Calibration Curves

Areg

Etanol % at exp. RT: 2.452

- ¢~ 8 | FIDL &, FIDIZ, Front Signal
-4 - e o noere
Correlation: 0.99401

Residual Std. Dev.: 731.77651
Formula: y=mx + b

m: 403.497513
——— b: B97.72257
i} 100
Amountfh i /Y1

20000
1312004

10000

s b byarealaraals
(]

30.307

[=1

=2

X! Amount

vy Area

4% End of Beport ¥42
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Especificaciones para el analisis del experimento 7

Data File C:\CHEM22)1\DATA\ETOH\ETOHRIALETZ? 2015-05-23 12-27-22\ETOLEIALETZ0014.D

Jample Mame: Et0H Eialet2 M7

Aog. Operator @ Cesar Quintero Canicales 3eq. Line :
Acg. Instrument : Instrument 1 Location @ Vial 107

Injection Das= : 9/23/2015 3:17:35 BM Inj : 2
Inj Volmme : 0.2 ul

Sequence File C:\Chem22% 1Y DATR\ETOR\ETOHFIALET? 2015-0%-23 12-327-22\ETOHFIALET?.3
Machod : C:\CHEM22'1'\DATR\ETOH\ETOHFIALETZ 2015-0%-231 12-37-22\ETENOLPERCENTSCAL.M
Last chang=d §/23 2015 12:36:35 BM by Ce=ar Quintero Canizalas

Mathod Info : Prusba alcoholica

Sample-related custom fields:

Hams= Talus=

Module Type Dirmware rev. Jerial mumber

Agilent Agilent TES0R TORO0R A.DL.DE fwlogallaz

Software Revision: Rev. B.04.01 3Pl [647] Copyright @ Agilent Technologies

Column Description : HP-3 5% Phenyl Methyl 3iloxan
Producsd ;o LEQBLlJ-413 Batchf: 2Agilent
Berialf : 1000.50742

Diameter : 320,00 pm Length : 200 m
Film thickneas : DLE25 pm Void time : 1.284 min
Mawimim Pressure 0 bar Maximm pH : 0
Maximum Tempezasure: 225 °C

Comment

Fon Logbook

1
I
i
3
or

5 0872371
5 0872371
08722/1
08722/1
08722/1

08722715

n

Mathod Mathod startad: (F] lin=f 7 at 107 injd 2 15:1

TS L T

Mathod Instrument running sample Vial 107 (fromt) 15:1

1
I
i
I
or
n

=1
[oa] a
[

Mathod Instrument run complatad 15:
Mathod Saving Method ETANOLPERCENTICAL. M 15:
Mathod Saving Method RUM.M 15:

inoEn

=1
[oa]
wn

a3 3 a3 kA
-
[ox]
-
in

=1
[oa]
wn

CP Macro Amalyzing rawdata EtolBEiaLatZ0014.D 15:
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dacida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Cromatograma experimento 7

Data File C:%ZCHEMIZY1WEATR\ETOH\ETOHKIALETZ Z015-0%-213 12-37-2\ETOLEIRLETIO014.0
Sasplae Hamae: ETOH KiaLatl MT

RAog. OpeEator : Casar guinters Canlralses Geg. Line : 7
Aog. Instrmsent : Insteument 1 Locatisn ¢ Vial 107
Injecticn Date : 97232015 3:17:35 MM Inj : 2
Inj Wolumse = 0.2 pl
Sagquernce Flle : Ca\Cham3Zh 1Y EATR\ETOEN ETOHKTALETZ Z015-0%-23 12-37-Z2\ETOHEIALETZ. 3
Mathod : Cr\CHEMIZY1YGATAR\ETOHNETOHKTALETZ Z015-0%-23 12-37-22\ETRNOLPERCENTSCHL .M
Last changed : BSE3/E015 12:36:35 PFH by Cesar Quinters Canizales
Mathod Info ¢ Frueba alfolalica

Sample-related custom Fields:

i | VaLise

FION & FIDIA, Froet Sgrsl (E1 OLEIALE T 20014 0]
g ]
'-lll:lh:
a0 ] F
: :
460 'y
o0
o]
i z 3 H E 5 ' H ¥
External Stardard Repoet
Sapted By - Signal
Calib. Data Modifled : /2372015 12:06:16 PM
Multipliar: H 1.0000
Dilation: - 10000

Dse Multiplier & Dilotiom Factor with ISTDa

Signal 1: FID1 A, FIDlA, Fromt Sigral

BarTime Type Rk Rt fAE&a LTI SER FTE
[mimn] [ph*a) % ¥iv]

D e B L
Z.407 BB 1.17480ed Z.ZBE2de-3 26.85874 Etansl &

Tatals : 26.85874
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Curva de calibrado para el experimento 7

Data File C:ACHEM3Z\I\DATAN\ETOHMETOHKIALETZ 2015-09-23 12-37-22\ETCLKIALETZ0014.D
Sample Name: EoQH KialetZ M7

Leg, Operator @ Cesar Quintero Canizales 5 7
Eog. Instrument @ Instrument 1 ocation @ Vial 107
Injection Date @ %/23/2015 3:17:35 PM Inj = 2

Inj Volume : 0.2 ul
Jequence File @ C:i\Chem32\1\DATA\ETOH\ETOHKIALETZ 2015-0%-23 12-37-22\ETCHKIALETZ.3
Method » C:\CHEM32\IW\DATR\ETOHWETOHETALETZ 2015-0%-23 12-37-22\ETANOLPERCENTSCAL.M
Last changed + G/23/2015 12:36:35 PM by Cesar Quintzro Canizales
Method Info : Prusba alcoholica

Sample-related custom fislds:

Calibration Curves

Area Etanol % at =xp. BI: 2.45
<5 | FIDL &, FID1A, Front Signal
Corrslation: 0.99901
Residual 5td. Dew.: T31.77851
1.17e:004 Formula: vy =mx + b

. m: 403,97513

e b 897.72257

o
E
A

=
=

1 by oy Je s sl aaly
[o%]

10000

(=)

(=]
=
=

X! Amount

. A -
V. A4

&0
Amoung ¥ /Y1

% End of R

[ 1]
b ]
=]

it
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Especificaciones para el analisis del experimento 8

Data File C:\CHEM22\1\DATA\ETOH\ETOHRIALETZ 2015-0%-23 12-27-22\ETOLEIALET20016.D

Jample Mame: EtOH EiaLlet2 M3

Aog. Operator @ Cesar Quinterc Canisales 3eqg. Line : B

Acg. Instrument : Instrument L Location : Vial 103
Injection Das= : 9/23/2015 3:41:57 B Inj : I
Inj Volwme : 0.2 pl

Sequence File

hem22\ 1Y [ATA\ETOH\ETOHKIALET? 2015-05-23 12-37-22\ETOHKIALET? 3
\DATR\ETOH\ETORFIALET? 2015-08-23 12-37-22\ETENMOLEERCENTSCAL M

C
Mathod : C:\CHEM22)
§/23/2015 12:36:35 BM by Cesar Quinterc Canizalss

Last changed
Method Inf : Prueba alcoholica
Sample-related custom fields:

Hams=

Module Type Firmware rev. 3erial number

Agilent Agilent TES0R TOE0R A.DL.DS CHlogaliaz

Software Fevision: Rew. B.04.01 3P1 [€47] Copyright © Agilent Technologies

Colum Descriptiom : HP-5 5% Fhenyl Methyl 3iloxan
Productd - lo0olJ-413 Batchy: Agilent
Serialf : lo0D.50742

Diameter : 320,00 pm Length : 0.0 m

Film thicknass : 0.25 pm Void time : 1.264 min

Mamimum Pressure 0 bar Mamimum pH : 0
Maximim Temperasur=: 3225 °C
Comment

Bun Logbook
Machod Meshod starsed: (F] linef 3 at 108 i:'.:'i 2 15:38:-50 09,/23/15
Method Inatrument running sample Vial 108 (fromt) 15
Method Inatrument run completed 13:5 ]
Method Saving Method ETANOLPERCEMTICAL .M 15:5
Mathod Saving Method BIN.M 15:51]
CP Macro Analyzing rawdata EtolFialesZO0LlE.D 13:51:01 08/22/15
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dacida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Cromatograma experimento 8

Data File C:\CHEMIZ\IWOATR\ETCH\ETCHEIALETZ 2015-0%-23 12-37-ZETOLEIRLETIOOLS.D
Sasple Hama: ECOH KiaLat2 M2

Rog. parator : Cafar QuintePs Canlrales Se3. Linae = ]
Rog. Inatriment @ Inatrasant 1 Lacatian @ Vial 104
Injection Date : 9/23/2015 3:41:57 PM Inj = 2
Inj Velwse = 0.2 pl
Sequence Flle ¢ S Clham3zy 1YWEATA\ETOH\ETOHKTALETZ Z015-0%-23 1Z2-37-Z2\ETOHEIALETZ. S
Mathod f CeWCHEMIZY 1YWEATA\ETOHAETOHKIALETZ Z015-0%-23 1Z-37-Z2\ETRNOLPERCENTSCAL .M
Last changid £ B/23/2015 12:3€:3% M by Casar Quinters Canizales
Mathod Infos : Fruseba alcalalica

Sargple-ralated custom [ields:

Hlars |Valise

FILN &, FIL A, Frool Signe (E TOLFIALE T 20018 0]
i ]
'-IIAIII-_
'zm-:
] &
|m_
: ;
s ] :
- o
] T
u:m-_ o
2o ]
L 1 ] 1 ] 1
i z H i 4 5 t H U m
Extarnal Standard RepoEt
Sarted By x Signal
Calib. Data Madified SF2IFI0LE 1Z:06:106 PM
Multipliar: = 1._0G000
Dilutiom: L 10000

Use Hultiplier o Dilution Fascter with ISTDa

Signal 1: FIDl A, FIDIA, Fromt Sigmal

BatTise Type Rraa At fREea Amoant GER  Mams

[min] [ph*a) [% WiV

e B e L e L L

Z.41€ B = 1.76408e4 Z.34943a-3 41.4458% Etansl §

Tatals & £1. 44585
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Curva de calibrado para el experimento 8

Data File C:\CHEM3Z\I\DATA\ETOH\ETOHRIALETZ 2015-09-23 12-37-22\ETOLKIALETZ001€.D
Sample Name: EcOH KiaLetZ ME

Aog. Opesrator @ Cesar Quintero Canizales 5
Acg. Instrument : Instrument 1 cation : Vial 103
Injection Date @ §/23/2015 3:41:57 PM Inj: 2

Inj Volume : 0.2 pul
Sequence File @ C:\Chem32\1\DATR\ETCH\ETCHKIALETZ 2015-0%-23 12-37-22\ETOHKIALETZ.3
M=thod : C:WCHEM32\1INDATAAETOHWETOHKIALETZ 2015-0%-23 12-37-22\ETANOLPERCENTSCAL.M
Last changed s 9/23/2015 12:36:35 PM by Cesar Quintero Canizales
Method Info : Prueba alcoholica

[ =]
=
L
=]

m

oo

Sample-related custom fislds:

Calibration Curves

]

Es)

=
1

Etanol & at exp. RT: 2.452
~~% | FIDL A, FIDIA, Front Signal
Correlation: 0.99901
1.78e:004 2 Residual 5td. Dev.: 731.77851
1 Formula: y=mx + b
m: 403.97513
41,445

I — b: B97.72257

g
(=]
.

20000

10000

[=1

(=]
=
=

Imount
b

L]
Amount ¥ /Y1

e
Lo4

%% End of Report 4%
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Anexo: 24
24.1 Glosario

Acidez: Esla cualidad de un acido. Pueden presentar caracteristicas tales como sabor
agrio, liberacion de hidrogeno, o pH menor que 7 (a 25°C). La escala mas comun para
cuantificar la acidez o la basicidad es el pH, que solo es aplicable para disolucion
acuosa. Sin embargo, fuera de disoluciones acuosas también es posible determinar y

cuantificar la acidez de diferentes sustancias.
Apice: m. Extremo superior o punta de una cosa.

Biosintesis: s. f. Proceso celular mediante el cual los organismos vivos elaboran
sustancias quimicas complejas a partir de otras mas sencillas, con el consecuente

gasto de energia metabolica.

Biodegradable: Es el producto o sustancia que puede descomponerse en los
elementos quimicos que lo conforman, debido a la accion de agentes biolégicos, como
plantas, animales, microorganismos y hongos, bajo condiciones ambientales

naturales.

Calor latente: Cantidad de calor que es absorbida o liberada por una sustancia al

cambiar su estado sin sufrir un cambio de temperatura.

Ciperaceas: f. pl. bot. Familia de monocotiledoneas, herbaceas, con rizoma, tallos
gralte. Triangulares y sin nudos, hojas envainadoras, flores unisexuales y fruto

monospermo. Los géneros mas importantes son Cyperus y Carex.

Ciclo Otto: Es el ciclo termodindmico que se aplica en los motores de combustién
interna de encendido provocado (motores de gasolina). Inventado por Nicolaus Otto
en 1872. Se caracteriza porgue en una primera aproximacion teorica, todo el calor se

aporta a volumen constante.
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Coronta: Sinénimos: marlo, olote (México), zuro, tusa (Colombia). Mazorca del maiz

después de desgranada.

Clorosis: f. Bot. Amarilleo de las partes verdes de una planta debido a la falta de

actividad de sus cloroplastos.
Dentado, -da: adj. Que tiene dientes, o puntas parecidas a dientes.

Detoxificacién: Liberacion de toxinas de un sustrato. La exposicion de vegetales y
suelos a toxicos quimicos es una fuente gradual de aumento de la toxicidad en el
organismo animal en general y del ser humano en particular. Las toxinas organicas en
general y los productos quimicos inorganicos, entre otros, se depositan en los diversos
organos y tejidos, afectando su funcionamiento, lo que determina finalmente
disfunciones o alteraciones del funcionamiento organico, generando graves trastornos

organicos y enfermedades de tipo degenerativo.

Electrodidlisis: quim. Procedimiento de separacion de los iones de una disolucion en
presencia de un campo magnético empleando para ello unas membranas que tienen

la propiedad de permitir el paso de los iones de un signo y no los de signo contrario.

Espeque: Una barra o palanca, generalmente de madera, utilizado en un molinete o

cabrestante, para el ancla agitado, y, en formas modificadas, para diversos fines.

El cogollero del maiz: (Spodoptera frugiperda) es una especie de lepidéptero
ditrisio de la familia Noctuidae muy conocida en el &mbito agricola por ser una plaga

bastante importante atacando distintos cultivos.

Fermentacion: bioguim. Proceso de transformacion de un sustrato organico
producido por enzimas de bacterias, levaduras u hongos en el cual se pueden liberar
gases o0 no. La transformacion se realiza mediante reacciones de oxidacién-reduccion
catalizadas por enzimas a través de las cuales muchos microorganismos pueden

obtener energia, como productos residuales, alcoholes y acidos organicos.
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Fosfofructoquinasa: bioquim. Cualquiera de un grupo de enzimas quinasas que

convertir fosfatos de fructosa a bifosfatos.

Fosfolipido: s. m. Lipido complejo que forma parte de la membrana celular.

Fungico, ca: adj. Perteneciente o relativo a los hongos.

Glucdlisis: f. bioquim. Proceso bioquimico de degradacién de los glucidos.

Hexosa: f. bioquim. Azlcar de seis atomos de carbono.
Hidrolisis: f. quim. Descomposicion de compuestos quimicos por accion del agua.
Lanceolado: adj. Se aplica a la hoja de una planta que tiene forma de punta de lanza.

Limite Inferior de Explosividad (LIE): Es la concentracién minima de gas en el aire

por debajo de la cual una explosién no es posible.

Limite Superior de Explosividad (LSE): Es la maxima concentracion de gas en el

aire por encima de la cual una explosion no es posible.

Mollicutes o Tenericutes: Es un grupo inusual de bacterias que se distinguen por
carecer de pared celular y comunmente son llamados micoplasmas. Son parasitos

primarios de varios animales y plantas viviendo dentro de las células huésped.

Monoico, -ca: adj. Se aplica a la planta espermatofita con flores de ambos sexos en

un mismo pie.

Morfologia: f. biol. Estudio de la forma externa y la estructura de los O6rganos u

organismos.
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
diluida - fermentacion separada, laboratorios de Quimica UNAN-Managua, I-1I semestre 2015

Necrotico: Es el material seco, negro, correoso que resulta de la destruccidon de las

células.

Neutralizacion: quim. Reaccién quimica de un acido con una base; los productos

formados son: la sal correspondiente de estos compuestos y agua.

Nigrospora spp: Hongo ampliamente distribuido en suelos, planta en descomposicion
y semillas. Es un contaminante comun de laboratorios. Moho. Un crecimiento de
diminutos hongos que se forman sobre materia vegetal o animal, habitualmente como

una capa vellosa o peluda y asociado con la descomposicion o la humedad.

Octanaje: Es la escala que permite calificar el poder antidetonante de los carburantes,
cuando éstos son comprimidos en el cilindro que forma parte de un motor. Esta escala,
también conocida como indice de octano, considera una determinada combinacion de

hidrocarburos como base para poder realizar la comparacion correspondiente.

Panoja: s. f. Conjunto de espigas o racimos que nacen de un mismo tallo y que se ra

mifican a su vez en nuevos racimos: la mazorca del maiz es una panoja.

Pentosa: f. bioquim. Cada uno de los azucares de cinco atomos de carbono.

Peso formula: El peso férmula de una sustancia es la masa de los pesos atémicos de
los elementos de la férmula, tomados tantas veces como se indica en ella; es decir, el
peso formula es la masa de la unidad férmula en uma. Los pesos férmula, al igual que

los pesos atomicos en los que se basan, son pesos relativos.

Pichia stipitis: (Aka stipitis Scheffersomyces ) es una especie de levadura, que
pertenece a la "CUG Clade" de levaduras ascomycetous. Este es un grupo de hongos
que serina sustituto de leucina cuando se encuentra el codén CUG. S. stipitis es
lejanamente relacionado con la levadura de cerveza, Saccharomyces cerevisiae y

tiene la capacidad natural mas alto conocido de cualquier levadura para fermentar
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Obtencion de bioetanol a partir de la coronta (olote) del maiz variedad HS-5, por el método de Hidrolisis dcida
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directamente xilosa, la conversidbn a etanol, un rasgo potencialmente valiosa

econbmicamente.

Pilorriza: Extremo de la raiz cuya funcion es proteger el meristemo apical del roce
contra el suelo. Se forma constantemente a partir de las células iniciales y se erosiona

y desgasta constantemente al penetrar por entre los granulos del suelo.

Poder calorifico: Es la cantidad de calor que entrega un kilogramo o un metro cubico,
de combustible al oxidarse en forma metro cubico, de combustible al oxidarse en forma

completa.

Punto de ebullicion: Es la temperatura que se debe alcanzar para pasar una

sustancia del estado liquido al estado gaseoso.

Punto de inflamabilidad: Es el conjunto de condiciones de entorno en que una
sustancia combustible inflamable, estd en condiciones de iniciar una combustidn si se

le aplica una fuente de calor a suficiente temperatura, llegando al punto de ignicion.

Presion de vapor: Es la presion de la fase gaseosa o vapor de un sélido o un liquido
sobre la fase liquida, para una temperatura determinada, en la que la fase liquida y el
vapor se encuentra en equilibrio dinamico; su valor es independiente de las cantidades

de liquido y vapor presentes mientras existan ambas.

Psicoactivo: Se considera a toda sustancia quimica de origen natural o sintético que
al introducirse por cualquier via, ejerce un efecto directo sobre el sistema nervioso
central (SNC), ocasionando cambios especificos a sus funciones; que estad compuesto
por el encéfalo y la médula espinal, de los organismos vivos. Estas sustancias son

capaces de inhibir el dolor, modificar el estado animico o alterar las percepciones.

Raquis: bot. Nervio principal de una hoja.
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Saccharomyces Cerevisiae: (Saccharo azucar, myces hongo y cerevisiae
cerveceria) es un hongo unicelular, un tipo de levadura utilizado industrialmente en la
fabricacion de pan, cerveza y vino. En su ciclo de vida alternan dos formas, una
haploide y otra diploide. Ambas formas se reproducen de forma asexual por gemacion.
En condiciones muy determinadas la forma diploide es capaz de reproducirse

sexualmente.
Sésil: adj. BoT. Dic. De cualquier érgano que carece de pie 0 soporte.

Sustrato: m. biol. Lugar que sirve de asiento a una planta o animal fijo. bioquim.

Materia o sustancia sobre la que actia un fermento.

Taxonomia: Ciencia que trata de los principios, métodos vy fines de la clasificacion,
generalmente cientifica; se aplica, en especial, dentro de la biologia para la ordenacion
jerarquizada y sistematica de los grupos de animales y de vegetales. "la taxonomia se
ocupa de la clasificaciéon de los seres vivos, encuadrandolos en categorias como

orden, familia o género".

Temperatura de fusién: Temperatura necesaria para la ocurrencia del cambio de
estado sélido al liquido en una sustancia, cada sustancia ya sea pura 0 no posee un

valor de temperatura de fusién propio.
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