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Resumen

En el presente trabajo se muestra los diferentes procesos para poder obtener
bioetanol a partir de la celulosa presente en la cascarilla de arroz. La cascarilla de arroz
fue suministrada por la “Arrocera Suctia” ubicada en la provincia de Morona Santiago.
El anélisis realizado a la materia prima presentd un porcentaje de humedad inicial de
13,99% aproximadamente, un tamafio del grano promedio de 1,40mm y un contenido de
cenizas del 20%. En la etapa de pretratamiento se logré extraer la celulosa de la materia
prima mediante un tratamiento quimico utilizando acido sulfirico al 0,4%, hidroxido de
sodio al 20% y cloruro de sodio al 0,5%. Se calentd por 1 hora, a 40°C y se lo dej6 secar
por 24 horas en un horno industrial a 30°C. Se evalu6 el proceso de la hidrolisis acida y
enzimatica para convertir la celulosa en azlcares reductores utilizando una
concentracion de acido sulfirico al 2% (para las dos hidrolisis), a 125°C a 1 atmosfera
de presion por 3 horas. Teniendo una conversion de azlcares del 70% para la hidrolisis
acida y de 85% para la hidrdlisis enzimatica. La fermentacion alcohdlica se realizo
mediante siete dias, utilizando Saccharomyces cerevisiae (levadura), en donde se
obtuvo 29 ml de bioetanol aproximadamente. Finalmente, se logré obtener bioetanol a
partir de la celulosa que contiene la cascarilla de arroz con caracteristicas muy

importantes para pensar en generar este alcohol en grandes cantidades.
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Abstract

In the present work, the different processes to obtain bioethanol from the
cellulose present in the rice husk are shown. The rice husk was supplied by the
"Arrocera Sucua" located in the province of Morona Santiago. The analysis performed
on the raw material showed an initial moisture content of approximately 13.99%, an
average grain size of 1.40 mm and an ash content of 20%. In the pre-treatment stage,
cellulose was extracted from the raw material by means of a chemical treatment using
0.4% sulfuric acid, 20% sodium hydroxide and 0.5% sodium chloride. It was heated for
1 hour at 40 ° C and allowed to dry for 24 hours in an industrial oven at 30 ° C. The
process of acid and enzymatic hydrolysis was evaluated to convert the cellulose into
reducing sugars using a concentration of 2% sulfuric acid (for both hydrolysis), at 125 °
C at 1 pressure atmosphere for 3 hours. Having a conversion of sugars of 70% for acid
hydrolysis and 85% for enzymatic hydrolysis. The alcoholic fermentation was carried
out for seven days, using Saccharomyces cerevisiae (yeast), where 12 grades of alcohol
were obtained. Finally, bioethanol was obtained from the cellulose that contains the rice
husk with very important characteristics to think about generating this alcohol in large

quantities.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, los esfuerzos combinados de profesionales en diversas
areas, buscan un sustituto eficiente que permita reemplazar el uso de combustibles
fosiles. La bioenergia surge como una alternativa para lograr este fin. Ademas, posee
multiples caracteristicas, tales como: favorecer a la variacion de la energia en los paises,
reduce la cantidad de emisiones de gases contaminantes, ayuda a la generacion de
empleos en el area rural y sustituir de la importacion de combustibles (Cuervo & Folch-

mallol, 2014).

Entre los residuos agroindustriales vegetales mas significativos que posee
el Ecuador estd la cascarilla de arroz. El Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca (MAGAP), en uno de sus informes muestra que el residuo del
arroz pertenece a un 22% del total de la produccion (Tipanluisa, Moreno, & Celi, 2015).
Teniendo en cuenta que una pequefia parte de este porcentaje se utiliza como
fertilizante, mientras que el resto es quemado, ya que se considera un desperdicio; surge

la necesidad de encontrar una aplicacion practica para estos residuos agricolas.

Algunas de las soluciones existentes para la acumulacion de cascarilla de
arroz son los tratamientos quimicos, microbioldgicos y enzimaticos, todos ellos basados
en procesos cientificos comprobados. En el presente trabajo, con el objetivo de
establecer un tratamiento y procesamiento que nos permita obtener bioetanol a partir de
la celulosa presente en este residuo, se realizd un proceso utilizando la hidrdlisis acida,
la hidrolisis enzimatica y la fermentacion. Finalmente, al combustible obtenido, se le
realizd pruebas fisicas y quimicas para cuantificar la cantidad de alcohol obtenido y

determinar su calidad.



2. ANTECEDENTES

El bioetanol es un combustible muy competitivo en el sector del transporte y
tiene una larga historia como combustible alternativo. El uso de bioetanol inicio en
Brasil en el afio 1925 seguido por Alemania y Francia en el afio 1984 y a partir del siglo
XX fue ampliamente utilizado en Europa y Estados Unidos, después de la segunda
guerra mundial. Pero el uso de este combustible tuvo un declive por los altos costos que
significaba su obtencion en comparacion con generar combustible a partir del petrdleo

(Mohd Azhar etal., 2017).

Hasta la década de 1970 en donde se dio la crisis del petroleo el etanol se
estableci6 como un combustible alternativo, varios paises comenzaron programas para
estudiar y desarrollar una produccion de combustible mas econdmica a partir de las
materias primas disponibles. EIl bioetanol fue declarado como una fuente de energia
renovable prometedora, con mejores caracteristicas que los combustibles tradicionales a
base de petroleo (es decir indice alto de octano y alto calor de vaporizacion), por lo que
las naciones del mundo fueron impulsadas a expandir el uso y produccién de bioetanol

(Khattab & Watanabe, 2019).

Los biocombustibles, incluidos el biodiesel y el bioetanol, ya desempefian un
papel importante en el suministro actual de energia renovable, y se estima que habra un
crecimiento continuo en el uso de estas fuentes de biomasa, de acuerdo a la demanda de
bioetanol puede aumentan en un 108% ente 2015-2050 (Virginio e Silva, Almeida, da

Conceicdo Alvim-Ferraz, & Dias, 2018).

Hoy en dia, el bioetanol se ha convertido en el combustible con mayor
produccion en el mundo, con una produccion de 40.000 millones de litros durante el afio

2004. En este contexto, Brasil produjo 15.066 millones de litros, principalmente de

2



cafia de azlcar; mientras que EE.UU. produjo 13.361 millones de litros, procedentes del
almidon del maiz (Garc, n.d.). En América Latina la produccion de biocombustibles es

liderada por Brasil, Argentina y Colombia (Maciel, 2009).

En el 2015, la produccion mundial de bioetanol fue de aproximadamente 98.3
m®, lo que corresponde al 74% de todos los biocombustibles producidos. Esto
demuestra el potencial y la relevancia de la produccion de esta fuente de energia

renovable (Virginio e Silva etal., 2018).

En el Ecuador, se comenzo con la elaboracion de biocombustible el 12 de enero
del 2010, utilizando la cafia de azlcar. De esta planta se extrae etanol mediante la
fermentacién de los azucares existentes en la misma. Luego se mezcla con nafta de alto
y bajo octano y se produce un biocombustible denominado “ECOPAIS”. En el caso de
ECOPAIS, la extraccion fue de 40 millones de litros de etanol en el afio 2014 (Eduardo,

2018).

Por otra parte, la cascarilla de arroz supone un gran potencial para la produccion
de bioetanol y que deberia ser tomada en cuenta en el Ecuador. Segin el MAGAP en su
estudio realizado en noviembre del 2010, el 35% de la cascarilla de arroz se utiliza en la
industria floricola y criaderos de animales y el porcentaje sobrante es agrupada de la
siguiente forma: para la quema dentro de piladoras (50%), tirada en los bordes de las
carreteras (15%), quemada en terrenos vacios (15%), botada en cuerpo de agua (5%), se

pierde a causa del viento (5%) (Urquizo & Acero, n.d.).

Siguiendo la tendencia mundial en cuanto a la produccion de biocombustibles, la
cual ha crecido exponencialmente y se muestra como la principal oportunidad de

reemplazar los combustibles derivados de los fosiles(Morelos Gémez, 2016)., Ecuador



puede comenzar a formar parte de este desarrollo de caracter sustentable, pero

sobretodo amigable con el medio ambiente.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El diéxido de carbono emitido por los wvehiculos que utilizan combustibles
fosiles es conocido como el principal agente de aumento de los Gases de Efecto
Invernadero (Reynoso & Montes, 2016). Es por ello que, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), lleva muchos afios alertando sobre los efectos de la contaminacion
ambiental en la salud de los seres humanos (Martin Martin & Sanchez Bayle, 2018). En
otros estudios realizados por el grupo lberdrola, en cinco paises en el afio 2017, muestra
los niveles de emisiones de CO2 debido a diferentes fuentes de generacién. El total de
emisiones directas de CO2 (consumo de combustibles, almacenamiento y transporte de
gas, distribucién de energia eléctrica y coches de flota), en el afio 2017 entre Espafia,
Reino Unido, Estados Unidos, México y Brasil fue de 26.846.490 toneladas de CO2 eq.
El total de emisiones indirectas de CO2 (consumo de electricidad en edificios, pérdidas
en red y emisiones de consumo de energia eléctrica de sistemas auxiliares), en el afio
2017 entre Espafia, Reino Unido, Estados Unidos, México y Brasil fue de 3.415.197
toneladas de CO2 eq. Finalmente, el total de otras emisiones indirectas (emisiones de
viajes de empleados, emisiones asociadas al transporte de combustible y emisiones
asociadas al transporte de empleados desde su residencia hasta su lugar de trabajo), en
el afio 2017 entre Espafia, Reino Unido, Estados Unidos, México y Brasil fue de
20.591.696 toneladas de CO2 eq (IBERDROLA, 2017).

Ademas, la demanda y el precio cada vez mayores de los combustibles fosiles,
junto con la creciente preocupacion por el calentamiento global debido al aumento de

emisiones de gases de efecto invernadero, ha centrado la atencion en la produccion de



biocombustibles de segunda generacion, debido a su sostenibilidad y bajo impacto a la
salud y el medio ambiente (Kalia & Saini, 2017).

Es por este gran motivo que se busca hoy en dia alternativas a los combustibles
derivados de los fosiles, que sean limpios y no alteren las caracteristicas de nuestro
entorno. La cascarilla de arroz para producir bioetanol a partir de residuos
agroindustriales es una alternativa para disminuir los gases de efecto invernaderos
emitidos a la atmosfera y a su vez este es un residuo muy abundante en la Costa del
Ecuador. Segun los datos recopilados, en el 2005 se obtuvieron 231.038 toneladas
(Echeverria & Ldpez, 2017); en el 2010, 256.429 toneladas (Rodriguez, n.d.) y, en el
2017, 289.718 toneladas (Echeverria & Lopez, 2017). Estas cantidades normalmente
son incineradas por los agricultores para disminuir su volumen, generando emisiones
que contienen dioxinas y furanos que son contaminantes organicos persistentes. Estas
emisiones significan un impacto sobre la salud publica ya que la exposicion a dichas
sustancias podrian tener serias consecuencias, como: problemas de aprendizaje, déficit
de atencion, problemas de memoria, hiperactividad, disfuncion psicomotora (C & Paris,
2008).

La cascarilla del arroz constituye un residuo agricola con bajo valor util, lo que
supone que su obtencién tenga un costo muy bajo (Baxter, Hastings, Law, & Glass,
2008). Dichos residuos podrian ser aprovechados, utilizandolos como materia prima
para la produccion de bioetanol combustible (Fleeson et al, 2017). Debido a la
abundante generacion y acumulacion de cascarilla de arroz, han sido varias las
investigaciones de  aprovechamiento en ambitos como la  generacion de
biocombustibles, para intentar suplir a los combustibles fosiles (Prada & Caroll E.,

2010).



En vista de todo lo mencionado anteriormente, surgié la idea de utilizar la
cascarilla de arroz como materia prima para la obtencion de bioetanol. Ademéas de que
esta celulosa proviene del residuo de la siembra del arroz y con esto no se afecta la

seguridad alimentaria.

4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

4.1 OBJETIVO GENERAL

- Obtener bioetanol a partir de la celulosa presente en la cascarilla de arroz por

medio de una hidrélisis acida y enzimética.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la composicion lignocelulosica del material

- Determinar los pardmetros Optimos para las hidrélisis acidas y enzimaticas.

- Realizar la fermentacion bioldgica de la glucosa obtenida en la hidrélisis acida y
la hidrolisis enzimatica.

- Cuantificar la cantidad de bioetanol obtenido mediante métodos analiticos

instrumentales.

- Determinar la calidad de bioetanol mediante parametros fisico quimicos.

5. DESARROLLO

5.1 MARCO TEORICO

5.1.1 Cascarilla de arroz

La cascarilla de arroz es un subproducto formado en el proceso de trituracion del

grano de arroz, como se puede observar en la figura 5.1. La misma que se localiza en la



parte exterior del grano de arroz compuesta por dos glumas denominadas palea y
lemma, unida por dos pericarpios, localizada entre la cascara y el endosperma (Vargas,

Alvarado, Vega Baudrit, & Porras, 2013).

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas de la cascarilla de arroz (celulosa,
lignina  hemicelulosa, y humedad) resulta lenta su biodegradacion lo que le atribuye a
ser un desecho altamente contaminante en especial para las fuentes de agua

(AGUILAR, 2009).

Usos de la cascarilla de arroz, segin (AGUILAR, 2009):

- Uso como combustible en varios paises de América Latina

- Uso como generador de gas en Cuba, que puede quemarse en calderas o
secadores para la produccion de energia térmica.

- Uso en Peri como sustrato en proyectos hidropdnicos en hortalizas.

- Uso de camas para crias de aves en Ecuador.

- Fabricacion de briquetas (“ladrillos”) en Meéxico, para la construccion de
paredes, por ejemplo, de cines en donde se necesita que el ruido no salga del
lugar.

- Usos en China como compost y abono para regeneracion de tierras de cultivos.



Figura 5.1 Cascarilla de arroz.

Fuente: Autor

5.1.2 Composicion del Material Lignocelulosico
La composicion del material lignocelulésico comprende la  celulosa,
hemicelulosa y lignina. La lignocelulosa se encuentra presente como un bloque en el
interior de la estructura de la pared celular de la planta (VILLALOBOS, 2010). A
continuacion, se analizardn los conceptos de estos tres componentes del material

lignocelulésico por separado.

5.1.2.1 Lignocelulosa

La lignocelulosa es el componente principal de la biomasa y cerca de la
mitad de la materia producida por la fotosintesis, se compone de tres tipos de
polimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina, que estdn quimicamente unidas

mediante fuerzas covalentes (Rodriguez et al., 2017).



5.1.2.1.1 Celulosa

La celulosa es el polimero mas abundante de la naturaleza, y es considerado el
principal componente de varias fibras naturales y el elemento méas importante en la
estructura de la planta garantizando la rigidez de la estructura celular. Este polimero
puede ser sintetizado por algunas bacterias, protozoos y hongos filamentosos (Montafio

Morales Fabio Héctor, 2014), (Kouadri & Satha, 2018).

Una planta con una cadena larga de mondmeros de glucosa f — 1.4, contiene
celulosa como un componente lineal estructural en su pared celular, como se puede
observar en la figura 5.2. Dichos monomeros estan unidos con enlaces glucosidicos
estos extensos enlaces de hidrogeno llevan a una estructura de matriz cristalina y fuerte

(Limayem & Ricke, 2012).

Se estima que la produccion anual de celulosa es de casi 200 mil millones de
toneladas en todo el mundo. Los materiales derivados de la celulosa muestran
propiedades intrinsecas excelentes y deseables, son biocompatibles, biodegradables,
tienen una alta resistencia mecanica, tienen una baja densidad y el area de superficie

especifica es relativamente grande (Song, Ji, Wang, Wei, & Yu, 2018).

HO < \

\T N FJO PIRN

Figura 5.2 Modelo de moléculas primaria de celulosa.

Fuente: Autor



5.1.2.1.2 Hemicelulosa

Las hemicelulosas son los segundos biopolimeros mas abundantes en las plantas
después de la celulosa, y se lo puede emplear en varias aplicaciones entre ellas como

una capa de barrera en el embalaje de papel y cartén (Thuvander & Jonsson, 2019).

Esta compuesta por polimeros de diferentes azlcares con cadenas mas cortas y
ramificadas, como se puede observar en la figura 5.3, lo que la convierte en una
estructura mas amorfa y mas facil de hidrolizar en azlcares que la celulosa, su papel es
suministrar la union entre la lignina y la celulosa para dar rigidez a la pared celular y

son insolubles en agua (Rosa, 2015).
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Figura 5.3 Estructura de la hemicelulosa.

Fuente: Autor

5.1.2.1.3 Lignina

La lignina es un polimero tridimensional complejo, como se puede observar en
la figura 5.4, cuyas subunidades arométicas son sintetizadas a través de la ruta de los

fenilpropanoides, es ademas un componente fundamental que proporciona rigidez a los
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tejidos vegetales y se deposita de manera abundante en células concretas de las plantas

(Zavaleta-Mejia & Lagunes-Fortiz, 2015).

La definicion estructural de la lignina no es muy clara (como se observa en la
figura 5.4) en comparacién con otros polimeros naturales tales como la celulosa y
proteinas debido a la complejidad de su estructura que dificulta su aislamiento. Es
resistente a la hidrolisis y facilmente condensable con fenoles o tioles (Chavez-Sifontes

& Domine, 2013).

Figura 5.4 Estructura general de la lignina.

Fuente: Autor

5.1.3 Combustible
Los combustibles fosiles, que incluyen carbdn, gas natural, petréleo, petréleo de
esquisto  bituminoso y betdn, contienen ademads de los principales constituyentes
(carbono, hidrégeno, oxigeno), otros materiales que incluyen metales, azufre y

compuestos de nitrdgeno y que durante el proceso de combustidn emiten varios
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contaminantes como cenizas volantes, Oxidos de azufre (SO2 y SO3), 6xidos de

nitrégeno (NOx = NO2 + NO) y compuestos organicos volatiles (Chmielewski, 2014).

5.1.4 Biocombustible

Los biocombustibles son productos quimicos enriquecidos con energia
producidos a partir de la biomasa que se encuentra en abundancia en la naturaleza,
como resultado de la fotosintesis que convierte el didxido de carbono atmosférico en

azlcar, mediante el uso de energia solar y agua (Darda, Papalas, & Zabaniotou, 2018).

Segin (Alejos & Calvo, 2015) a los biocombustibles se les atribuye los

siguientes beneficios:

- Su caracter renovable, ya que se puede disponer de ellos en los volimenes
deseados y de esta manera disminuir la dependencia por combustibles
fosiles.

- Su neutralidad en CO2 debido a que las emisiones de CO2 en su ciclo
productivo pueden ser neutralizadas por el CO2 absorbido durante el
crecimiento de los cultivos energéticos mediante fotosintesis.

- La reduccién de emisiones en su proceso de combustion y de material
particulado y diéxido de azufre, entre otros, que afectan la salud humana y

del medio ambiente.

Sin embargo, las preocupaciones sobre el impacto de los biocombustibles en la
seguridad alimentaria han llevado a una nueva clasificacion basada en categorias de
generacion: biocombustibles de primera, segunda, tercera y cuarta generacion (Saville

& Mason, 2008).
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5.1.4.1 Biocombustibles de Primera generacién

Se denomina combustible de primera generacion cuando su obtencion se la
realiza a partir de carbohidratos de origen vegetal como la sacarosa o de polimeros
simples como el almidon (Zamora-hernandez, Prado-fuentes, Capataz-tafur, & Pefia-

castro, 2014).

Hoy en dia la mayoria de los biocombustibles de primera generacion provienen
de cultivos como moléculas de azlcares, aceites y almidon (Aro, 2016). Como por
ejemplo de cultivos energéticos o feedstock de maiz, sorgo, yuca y cafia de azlcar,
oleaginosas de la soya, aceite de palma, colza, jatropha curca entre otros (Morelos

G6mez, 2016).

El proceso que se utiliza para obtener bioetanol a partir de esta materia prima es
la fermentacion (para az(cares y carbohidratos), transesterificacion (para los aceites y
grasas), y la digestion anaerobia (para los desperdicios organicos). La ventaja de estos
biocombustibles es su versatilidad de procesamiento y sus reducidas emisiones de gases

de efecto invernadero (Maciel, 2009).

Por otra parte, existen serias preocupaciones sobre la competencia de tierras por
alimentos y produccion de combustibles, particularmente debido al hecho de que la
tecnologia actual para la produccién de biocombustibles depende de la materia prima
derivada de la fraccion comestible de las plantas alimenticias anteriormente

mencionadas (Aro, 2016).

En este momento la Comision Europea, ha restringido la utilizacion de estos
combustibles al 7% para el 2010 y el 3,8% para el 2030. Esto debido a la baja reserva de

los cultivos utilizados para generar este combustible ya que en determinadas zonas se
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deforesta para transformar dichas areas en cultivos aptos para transformar su almidon en

combustible (Abascal Fernandez & Garea VVazquez, 2017).

5.1.4.2 Biocombustibles de Segunda Generacién

Se lo designa biocombustibles de segunda generacion cuando la obtencion de
etanol se origina a partir de polimeros de carbohidrato complejos como la hemicelulosa

0 celulosa (Zamora-hernandez etal., 2014).

Los biocombustibles de segunda generacion son elaborados a partir de residuos
o material celulésico, se presenta como una tendencia, ya que tienen una ventaja
considerable en términos de emisiones de gases de efecto invernadero, costos y
aceptabilidad social en comparacion con los biocombustibles de primera generacion

(Mitkidis, Magoutas, & Kitsios, 2017).

Aqui la produccion de bioetanol se da a partir de la lignocelulosa en un proceso
que abarca multiples etapas: La biomasa procesada es pretratada utilizando una
combinacién de tratamientos térmicos y quimicos, alterando las fibras presentes en la
celulosa para iniciar la etapa de hidrdlisis de la celulosa, el azicar producido por la

hidrolisis es fermentado por levaduras (Hirani, Javed, & Asif, n.d.).

El material més abundante disponible para la produccion de bioetanol de
segunda generacién son los residuos agricolas como paja, cascarilla de café, cascarilla
de arroz, resto de maiz, residuos forestales de corta rotacién e industriales y residuos

municipales (Kalia & Saini, 2017).
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5.1.4.3 Biocombustibles de Tercera Generacién

La creacion de la tercera generacion comenzo con el uso de microalgas, que son
superiores en términos de contenido de energia como materias primas para la
produccion de biocombustibles. En comparacion con la primera y segunda generacion,
la produccion de microalgas tiene un costo energético mas bajo y no requiere tierras
agricolas y su indice de eficiencia es alto por sus altas tasas de crecimiento (todo el
afno), por lo tanto, tienen mucho potencial para reemplazar las materias primas de

energia fosil en el futuro (Piligaev et al., 2013).

5.1.4.4 Biocombustibles de Cuarta Generacion

Los biocombustibles de cuarta generacion se basardn en materias primas que son
inagotables, baratas y ampliamente disponibles. Comprenden el disefio y estructuracion
de nuevas partes, dispositivos y sistemas bioldgicos de las algas y cianobacterias. La
produccion de biocombustible serd a base de carbono reducido y disefio de rutas

metabdlicas para la produccion de combustibles (Aro, 2016).

En esta investigacién se obtendra combustible de segunda generacién; debido a
que se trabajara con el residuo de la produccion del arroz de tipo basmati, derivado de la
biomasa lignocelulésica, la cual no tiene repercusiones en la seguridad alimentaria al

utilizarse solo el residuo.

5.1.5 Biocombustibles en el Ecuador

En el ecuador la iniciativa se tomo desde el 12 de enero del 2010, utilizando la
cafia de azlcar para la extraccion del etanol mediante la fermentacion de azlcares,
mezclando esta sustancia con nafta de alto y bajo octanaje, dicho producto final se lo
llamo “ECOPAIS”, este tuvo una produccion continua debido no solo al aporte
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ambiental, sino también a la colaboracién con los mercados productores en las

haciendas en el Ecuador (Eduardo, 2018).

A nivel del Ecuador, el consumo en los Gltimos 8 afios en un periodo desde el
2010 al 2018 se ha podido observar que hasta el 2014 no hubo un interés considerable
en este producto, pero a partir del 2015 tiene un incremento considerable siendo el 2017
el pico de mayor consumo con casi 10000000 Its (Eduardo, 2018). Desde el 2015 el
consumo de biocombustibles estuvo a un nivel del 45 %, frente al 43% del diésel y 12%
de la super, la popularidad crecié6 ain mas en las zonas de altura del pais pues los
motores de wvehiculos aumentaron hasta en un 7.8 % su potencia debido a la

combinacién del combustible con el oxigeno de la zona (Madrid, 2015).

En la iniciativa nacional del uso de biocombustibles, una de las principales
fuentes de biomasa para produccion de etanol, fue el aceite de palma que en el 2008
tuvo una crisis mundial, por ello en el 2009 se sembré un total de 54.5 mil hectareas
principalmente en esmeraldas. Ello derivo de un pasivo ambiental considerable pues se

tuvo que intervenir en ciertas areas para obtener mayor productividad (Castro, 2012).

Dentro de ese enfoque nace a nivel nacional de incitativa de producir nuevos
elementos que no impliquen un problema ambiental considerable, ellos son los
biocombustibles de segunda generacién, por ejemplo los que provienen de materia

lignocelulosica que incluso proviene de material residual (Castro, 2012).

A nivel del Ecuador la produccion de biocombustible para el 2011 alcanzo los
80000 galones diarios de ecopais. En el pais otro de los productos organicos que pueden
sustituir a los biocombustibles que provienen, por ejemplo de la palma, es el pifion

debido a que su impacto ambiental de produccion es bajo (Castro, 2012).
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5.1.6 Bioetanol

El etanol es un compuesto quimico incoloro e inflamable es un liquido incoloro
e inflamable esto considerando condiciones normales de temperatura y presion y tiene

un punto de ebullicion de 78,4°C (Abascal Ferndndez & Garea Vazquez, 2017).

Puede producirse a partir de diferentes recursos, entre ellos los que contienen
sacarosa, almidon y celulosa (Area & Vallejos, 2012). Y se lo puede emplear de forma
directa en los motores de combustion interna con algunas transformaciones (Fernandez,

Lucas, Para, & Transporte, n.d.).

Debido a las buenas caracteristicas que posee el bioetanol contribuye la
combustion méas limpia y el mejor desempefio de los motores, lo que favorece a la

disminucién las emisiones contaminantes (Tierny, Vandeborre, & Daoudi, 2008).

5.1.7 Biomasa

La biomasa wvegetal es una mezcla compleja de materiales organicos,
principalmente  carbohidratos  (aproximadamente  75% peso seco) y lignina
(aproximadamente 25% peso seco) estas proporciones que varian segun el tipo de
planta, los carbohidratos consisten béasicamente en fibras de celulosa o hemicelulosa
que dan fuerzas a las estructuras de las plantas, la lignina es el pegamento que mantiene
unida las fibras, por lo tanto, los tallos, las ramas y las hojas de las plantas son los
componentes lignocelulésico de las plantas. Los recursos de la biomasa incluyen todos
los materiales vegetales que estan disponibles de forma renovable y periodica (Boundy,

Diegel, Wright, & Davis, 2011).

Para reducir la dependencia de los combustibles fosiles y aliviar los problemas
ambientales causados por su consumo, se ha puesto énfasis a la sustitucion de la energia
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no renovable por los recursos de biomasa como fuentes alternativas de energia. Ademas,
los productos quimicos basados en biomasa son respetuosos con el medio ambiente, ya
que el CO2 producido mediante el uso de carbohidratos puede alcanzar un equilibrio de
carbono en la naturaleza; ademés como el recurso renovable mas grande del mundo. La
celulosa no comestible es la alternativa mas prometedora a los combustibles a través del

bio-refinamiento (Quet al., 2018).

5.1.8 Conversion del material lignocelulésico a bioetanol

La conversion de la biomasa lignoceluldsica a bioetanol se realiza en varias
fases: la primera es la fase de pretratamiento que tiene como fin solubilizar la lignina y
la hemicelulosa y reducir la cristalinidad de la celulosa. La segunda fase es la obtencion
de glucosa y se lo realizd por medio de dos procesos, un proceso &cido llamada en esta
investigacion hidrélisis acida y un proceso enzimatico llamada hidrélisis enzimatica, en
donde se hidroliza la celulosa pudiendo recuperar azlcares fermentables; la tercera
etapa es la fermentacion de los azucares mediante levaduras y la Ultima es la obtencidn

del bioetanol producido.

5.1.8.1 Hidrolisis Acida

La hidrdlisis &cida es un proceso quimico en donde los é&cidos convierten la
hemicelulosa y celulosa (cadenas de polisacaridos que integran la biomasa) en sus
monomeros elementales, como se puede observar en la figura 5.5. La hidrélisis acida de
los materiales lignocelulosico es un proceso conocido desde 1819, periodo en los que la
escasez de petrdleo hizo que se empleara masivamente cuando se generd las dos
Guerras Mundiales. Puede realizarse empleando diferentes clases de acidos como el

acido sulfurico, clorhidrico, entre otros (Diego, 2014).
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La mayoria de la celulosa necesita condiciones de reaccione severas, es decir altas
temperaturas (320 °C) y altas concentraciones de &cido para liberar la glucosa de estas
cadenas estrechamente asociadas, asi como una presion de 25 MPa para pasar de una
estructura cristalina rigida a una estructura amorfa en agua (Wyman et al, 2004)

(Limayem & Ricke, 2012).
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Figura 5.5 Efecto de la hidrélisis acida sobre la lignocelulosa.
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Fuente: (VILLALOBOS, 2010)

5.1.8.2 Hidrélisis Enzimatica

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa consta de varios procesos en los cuales la
celulosa insoluble se fracciona en la interface solido-liquido gracias al trabajo sinérgico
de la B-1,4 endoglucanasa, -1,4 exo celobiohidrolasas, B-1,4 glucan hidrolasas y las -

1,4 glucosidasas (Salcedo Mendoza, Galan Lopez, & Pardo Florez, 2012).

Se lleva a cabo enzimaticamente mediante celulasas, las cuales producen la ruptura
de las cadenas poliméricas de la celulosa que preliminarmente ha sido modificada su

estructura en el pretratamiento (Houbron, 2015).
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La hidrdlisis enzimatica es un proceso controlado, bajo factores de pH, temperatura,
tiempo de desarrollo y el tipo de enzima usada (Gaviria Acosta, Benitez Benitez, lenis,

& Hoyos Concha, 2015).

5.1.8.3 Fermentacion Bioldgica

El significado mas comin de la fermentacion es la transformacion de un azlcar
en alcohol, ocurre de forma natural con varios alimentos y los humanos lo han usado
intencionalmente desde la antigledad para perfeccionar tanto la conservacion como las
propiedades organolépticas de los alimentos. Sin embargo, el término “fermentacion”
también se emplea en un sentido mas extenso como el uso intencional de
microorganismos tales como bacterias, levaduras y hongos para elaborar productos

rentables a escala industrial (Leona Paulova, 2013).

La fermentacién por lo tanto es un proceso en ausencia de total o parcial de
oxigeno donde carbohidratos o compuestos relacionados son oxidados para producir

energia (Vega, n.d.).

El balance global de la fermentacién alcohdlica es el siguiente:

1 CcH1,0g +2 ADP +2 Fosfato ——3me 2 CH, CH, OH+CO, +2CO,+2ATP

glucosa levadura alcohol

difosfato

Figura 5.6 Balance de la fermentacion alcohdlica.

Fuente: Autor

El rendimiento teorico estequiométrico para la transformacion de glucosa en etanol

es de 0,511 gramos de etanol y 0,489 gramos de CO, por 1 gramo de glucosa, en la
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realidad se dificulta lograr este rendimiento ya que la levadura utiliza la glucosa para la

produccion de otros metabolitos (Houbron, 2015).

La fermentacion alcohdlica de D-glucosa se realiza mediante la via de Embden-
Meyerhoff-Pmas (EMP), en esta via, D-glucosa se fosforila a D-glucosa -6-fosfato y
después es isomerizada a D-fructuosa-6-fosfato, por medio de las enzimas hexoquinasa
y fosfohexoisomerasa, respectivamente, para acabar la degradacion en piruvato, este
piruvato se convierte en acetaldehido por accion de la enzima piruvatodescarboxilasa
con liberacion de CO2, posteriormente el acetaldehido se convierte en etanol por la
accion de la enzima alcohol deshidrogenasa, como se puede observar en la figura 5.7

(Houbron, 2015).

C=0 Pyruvate

CHj

TPP, Mg2*
pyruvate

decarboxylase

O H
N S
Acetaldehyde
CH,

alcohol NADH + H*
dehydrogenase +
NAD

OH

CH 2 Ethanol

CH,

Figura 5.7 Ruta metabdlica de la fermentacion alcoholica.
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Fuente: Autor

5.1.8.3.1 Levaduras

La fermentacion es el proceso de utilizacion de microorganismos que se multiplican
creando colonias predominantes llamadas colectivamente “levaduras” para producir
productos valiosos, como antibidticos, enzimas industriales, alimentos y productos
quimicos. Estas levaduras son Eucariotas unicelulares que, en algdn momento de su

ciclo vital, se dividen por brotes (Saranraj, Sivasakthivelan, & Suganthi, 2017).

Las levaduras poseen varias cualidades de fermentacion, por lo que se han utilizado
desde la antigliedad para la produccion de diferentes clases de alimentos tales como
cerveza, pan, vinos y derivados lacteos fermentados, entre las especies de levaduras mas
conocidas Yy utilizadas se encuentran Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis y dos del
género Kluyveromyces: K. lactis y K. marxianus, como se puede observar en la figura

5.8 (I, Juan, Vidal, & M, 2017).

Figura 5.8 Levaduras.

Fuente: (Ricardo Suarez, 2017)
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5.1.8.3.1.1 Nutricion

Segun (Alarado, 2012), las levaduras necesitan recibir energia para conservar y
reparar su estructura, para sintetizar nuevos componentes celulares como acidos
nucleicos, polisacéridos y enzimas, para poder transformar determinadas sustancias a las
células desde sus alrededores, para crecer, multiplicarse y para poder moverse. Es decir,
las levaduras necesitan de energia para poder sobrevivir. Los nutrientes mMas
significativos para las levaduras son los carbohidratos que le sirve como fuente de

energia (Turker, 2015).

5.1.8.3.1.2 Factores que afectan el crecimiento

Adicionalmente a la nutricion, existen otros factores que también condicionan el
crecimiento de las levaduras tales como la temperatura, pH, presion osmoética y el

oxigeno.

5.1.8.3.1.2.1 Temperatura
La temperatura que las levaduras necesitan para crecer y desarrollarse esta
comprendida entre 5 y 37 grados centigrados. El valor 6ptimo se sitGa hasta los 28
grados centigrados. Sin embargo, la termodestruccion comienza desde los 52°C

(Gutiérrez, 2007).

5.18.3.1.22 pH

Durante su etapa de crecimiento las levaduras metabolizan los componentes del
medio como los azlcares, desaminan y decarboxilan los aminoacidos, proteinas y otros
componentes de los caldos de crecimiento y alteran considerablemente el pH del medio
a la alcalinidad, pudiéndose producir efectos violentos de los metabolitos generados en

el medio sobre el producto (Chavez, 2000). En otras investigaciones se demostrd una
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tolerancia moderada al bajo pH (inferior a 3.5) (Saranraj et al, 2017). Es decir, las

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

5.1.8.3.1.2.3 Presion Osmética

Para evitar la plasmolisis la nutricion de la levadura debe ser un proceso
estrictamente  osmotico, por lo que es importante evitar medios hipertonicos o
hipotonicos. El estrés osmotico puede originar una reduccion en el volumen celular
afectando la velocidad de fermentacion (Suérez-machin, Garrido-carralero, & Guevara-

rodriguez, 2016).

5.1.8.3.1.2.4 Oxigeno

Las levaduras necesitan una cantidad entre 5 y 10 mg/l de oxigeno, ya que actua
en la sintesis de esteroles y &cidos grasos insaturados de la membrana citoplasmética de
la levadura; cuyos componentes son responsables de la resistencia de las levaduras al

alcohol al final de la fermentacion. (Javier, Agenjo, & L, 2014).

5.1.8.3.2 Saccharomyces cerevisiae

Los materiales lignoceluldsicos contienen azucares que pueden liberarse
por hidrdlisis, y posteriormente fermentar a etanol mediante el proceso de las levaduras

como por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae (Palmqvist, 2000).

Saccharomyces cerevisiae es una levadura Ascomycete, se reproduce por
gemacion, son responsables de la mayoria de las producciones industriales por
fermentacion, sintetizan la glucosa a través de la ruta de glicolisis generando altas

concentraciones de etanol y dioxido de carbono (Alvarado, 2012).
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S. cerevisiae como se puede observar en la figura 5.9, es muy abundante
en la naturaleza y se puede encontrar en plantas, frutas y en el suelo, no se limita a un
héabitat en particula, sino que es movil, es capaz de crecer en ambientes con variaciones

contantes de carbono y nitrégeno (Farid, Sideeq, Khan, & Niaz, 2019).

Figura 5.9 Micrografia de Saccharomyces cerevisiae

Fuente: (De Martin, 2005)

5.1.9 La espectrofotometria UV-Visible (UV/VIS)

Se establece como una técnica de tipo analitico para fijar las concentraciones de
un compuesto en una solucion. Se basa en una actividad molecular de absorcion de
radiaciones electromagnéticas y a su vez en la cantidad de luz que se absorbe en funcion

de la forma lineal de concentracion (Giovannetti, 2012).

Esta técnica conduce la radiacion electromagnética de la luz, proveniente de las
regiones visibles, ultravioleta cercana e infrarroja cercana dentro de lo que compone el
espectro electromagnético. La energia que se absorbe en forma de radiacion se
cuantifica gracias a las transiciones electronicas producidas (Dehghani, Abadi, Ashraf,

Chamsaz, & Shemirani, 2012).
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La espectrometria de tipo UV/VIS se enmarca dentro de la espectroscopia

molecular donde se manejan técnicas como la espectroscopia UV/VIS y la de

espectroscopia de fluorescencia UV/VIS (Biswas, Sahoo, & Chatli, 2011).

El equipo empleado en esta técnica es el espectrofotometro, mismo que permite

manipular la longitud de onda de luz que cruza por una solucion y mide la cantidad de

luz absorbida por la sustancia, tanto longitud como eficiencia de absorcion dependen de

la estructura atdmica de la sustancia y de las caracteristicas del medio como pH,

temperatura, fuerza ionica etc (Arenas & Lopez, 2004).

Todos los equipos de espectrofotdmetros constan esencialmente

Espectrofotometros

de las siguientes partes.

Fuente de energia
radiante: lampara
de tugteno o
deuterio

Monocromador:
Selecciona las
radiaciones de una
longitud de onda
especifica.

Compartimiento
para recipiente
transparente que
contiene la muestra

Detector de luzy
amplificador:
Convierte las

sefiales luminicas

en electrica

Registro o sistema
de lectura de datos

Figura 5.10 Componentes elementales de los espectrofotometros Fuente: Autor

Para el alcance de trabajo se plantea los de tipo UV-Visible siendo el apartado

UV el rango de longitud de onda (200 — 700 nm). Esta regién presenta un alto nivel de

energia compuestos con dobles enlaces aislados, enlaces peptidicos, triples enlaces,

carbonilos,

aromaticos y entre otros heterotermos se absorben en este

rango

especificado principalmente para compuestos organicos (Behera, Ghanty, Ahmad,

Santra, & Banerjee, 2012).
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Posteriormente, la region visible es donde se puede observar el color de una
solucion y contiene las longitudes de luz que se transmiten, no que se absorben, sin
embargo, en la medicidn son complementarios. Por ello en la medicion se usa la

longitud de onda donde se absorbe la luz coloreada (Diaz etal., n.d.).

Entre los métodos mas cotidianos para andlisis de la concentracion por
espectrofotometria UV/VIS, se alld la curva de calibracion misma que emplea una
gréafica que relaciona la concentracion de por lo menos 5 soluciones conocidas, en razon
a la absorbancia de cada una de ellas en funcion a su longitud de onda maxima

(Seruga, Novak, & Jakobek, 2011).

Con la gréfica conseguida (que asemeja a una regresion lineal estadistica), se
obtiene la funcion matematica que representa la recta en el esquema de correlacion,
considerando los parametros de absorbancia y concentracion del analito, generando la
siguiente ecuacion, vale acotar que dentro del aspecto de analisis se considera la ley de
Beer-Lamabert que relaciona absorcion de luz con respecto a propiedades del material

(Murtaza etal., 2011).

A=mc+n

A= Absorbancia
n= Intercepcidén con la recta

m= Pendiente de la recta (Absorviedad de muestra * espesor de cubeta)

Después de esto, se mide cuanto absorbe la solucion problema y se interpola el
valor con la gréfica con ello se genera la concentracion del analito, mismo valor que
debe de estar entre el rango de concentraciones usadas para la curva de calibracion, en

caso de generarse variantes se emplea el método de adicion (Neira, 2010).
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El método de adicién se usa en caso de que el valor del analito sea menor a las
concentraciones de calibracion, se procede a adicionar muestra estandar a la
concentracion problema o a medir, en caso contrario donde el valor sobre pase las
concentraciones halladas, se debe de diluir la sustancia en agua oxigenada (Lotfy &
Hagazy, 2012). Esta técnica de analisis molecular es aplicada esencialmente al
momento de medir concentraciones de sustancias disueltas en un entorno, para ello se

presentan las siguientes alternativas de uso:

Usos de la
espectrofotometria
UVIVIS

Permite diferenciar grupos funcionales
0 estructuras quimicas.
1

Quimicos Biologicos Ambientales

-Determina el Pk de un S memef . -Determinacion de
indicador . Cuantificacion de proteinas. contaminantes en el entorno.

. -Presencia de organismos Afeccit
- ~ -Afeccidn ala cadena
Determina el pH. extrafios.

Determina Pka de un trofica.

gt ; - Clasificacion de ciertos i

indicador acido/base. organismos -Generap!on de resultados de
-Relaciona concentraciones depuracion.

de sustancias.

Figura 5.11 Usos de la espectrofotometria UV/VIS

Fuente: (Faraldos & Goberna, 2011)

5.1.10 Espectroscopia FTIR

La espectrofotometria FTIR se presenta como una técnica de medicion que ayuda a
registrar los espectros infrarrojos, mediante el uso de un interferometro se guia a la luz a
través de este y posterior sobre la muestra. Un espejo movil distorsiona la luz en el

equipo y genera una sefial (interferograma), misma que muestra la salida de luz segun el
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espejo. Los datos que nos brinda el espectrofotometro son tratados con la transformada
de Fourier dando como resultado la salida de luz en razén de la longitud infrarroja de

onda (Nizama et al., 2010).

Se lo utiliza para identificacion de componentes en una muestra, considerando
posibles sesgos en el uso de agua y etanol debido a la absorcidén dentro de los espectros
IR. Dentro de este tipo de estudio se analiza la interaccion entre la radiacion infrarroja y
la materia, esencialmente en la radiacién se considera una especifica longitud de onda
que se absorbe por una molécula en estado de excitacién en la misma longitud de onda

inicial, modificando la vibracion total (Cortez, 2000).

El fundamento del proceso se basa en un andlisis infrarrojo (IR) y en la
correccibn de datos mediante transformada de Fourier que tranforma la salida del
detector en un espectro cuantificable (FT), donde se estudia la emision o absorcion de
energia radiante que procede de la interaccion entre energia electromagnética y la masa
en estudio. Las moléculas pueden vibrar en mdltiples frecuencias lo cual puede ser
captado por el equipo, la lentitud de estudio de los infrarrojos se encuentra entra los 10 a

12500 nm (Stashenko & Martinez, 2010).

El sistema utiliza interfotometria para registrar informacion en un haz de IR,
Fourier genera espectros cuantificables en funcion de patrones o ‘“huellas digitales”.
Esencialmente existen cuatro técnicas o0 metodos dentro del analisis por FTIR (Bradley,

2012).

5.1.10.1 FTIR por transmision:

Se establece como un método aplicado preferencialmente en analisis

cuantitativos y para cuando las muestras sean de mayor complejidad debido a la
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sensibilidad del analito, son utilizadas en muestras de tipo sélidas y liquidas no

comp letamente acuosas

5.1.10.2 Reflexion total atenuada ATR-FTIR:

La muestra se encuentra en contacto con el cristal, es un método rapido y simple,
es aplicada principalmente para el estudio o identificacion de grupos organicos y para la

naturaleza quimica de los Oxidos.

5.1.10.3 Reflexion especular:

Se procede en primeras instancias a la disolucion de la muestra en una matriz de
control, donde la mezcla debe de estar completamente diluida. Considera la simetria de

la reflexion de la luz incidente, principalmente usados para muestras con poca radiacion.

5.1.104 Reflectancia difusa:

La muestra debe ser reflexiva, pero las sefiales de informacion pueden ser
débiles al momento de la transmision. Gracias al empleo de espejos planos y elipticos

que permiten recolectar gran parte de la luz difusa.

Entre las aplicaciones directas de este equipo se encuentra:

30



Quimica: Determinar las concentraciones de multiples compuestos
dentro de una solucién quimica

Farmaceutica: Permite la manipulacion de concentraciones dg
compuestos en la formacion de nuevos farmacos.

Petroleo: Permite conocer las condiciones en las cuales el crudo es
extraido del medio y ue procesos son nesesarios para tratarlo pevio
a su refinamiento.

Ambiente: Permite el monitoreo ambiental de un entorno para
identificar posibles compuestos extrafios

Aplicaciones de la espectrofotometria FTIR

Investigacion Forense: ldentifica los compuestos presentes en un
cuerpo a fin de especificar las condiciones de su deseso.

Figura 5.12 Aplicaciones de la espectrofotometria FTIR

Fuente: (Stashenko & Martinez, 2010)

5.1.11 Cromatografia de Gases

Este proceso de andlisis se proyecta como un sistema fisico de separacion con el
fin de caracterizar miscelaneas complejas, su principio de funcionamiento considera las
caracteristicas de una sustancia especifica y lo separa del medio de analisis.
Primordialmente este proceso tiene como inicio una fase mdvil que consiste en trasladar
la sustancia a través de una fase estacionaria que por lo general es un solido o liquido

(Parrales, Reyes Vera, & Pine Tobar, 2012).

A través un sistema ciclico, los componentes de la fase movil (gas), atraviesan la
fase solida continuamente y son atrapados y cuantificados gracias a una sefal laser que

analiza el compuesto (Parrales et al., 2012).

En el proceso de cromatografia de gases la muestra se volatiliza e ingresa en una

columna cromatografica, este procedimiento de paso de la sustancia para el analisis se
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denomina “Elusion”, mismo que comprende el fluyjo en fase moévil del gas que no
interactia con el analito, todo ello transportado gracias al gas transportador que por lo

general es helio o nitrégeno (NUfiez, Meas, Ortega, & Olguin, 2004).

Existen dos tipos de cromatografia de gases: las de GAS-SOLIDO (se adsorben
los componentes de la muestra en el compuesto solido de la fase estacionaria) y GAS-
LIQUIDO (comprende la vaporizacion de las sustancias de la muestra y que pasan por

una fase estacionaria liquida) (Stashenko & Martinez, 2010).

El equipo de cromatografia de gases, como se puede observar en la figura 5.13,
radica en una serie de modulos ensamblados que permiten el paso del gas y analisis del
mismo en retencion con la fase estatica, con el objetivo de cumplir aspectos tales como
un flujo del gas transportador (fase mavil), ingreso de gases de muestra, contencién en
la fase estacionaria, control de temperatura (volatilidad de los gases), detectar los
componentes en la elucion del proceso y finalmente generar los datos a investigar

(Stashenko & Martinez, 2010).

7as portador  ( inyector peteclo
- I
v e
( F t},_f\\/\

Homo

ELEMENTOS BASICOS DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES

Figura 5.13 Equipos para cromatografia de gases

Fuente: (Abell6 Linde, n.d.)
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La columna que sirve para separar las muestras por accidn electromagnética de
las moléculas, suele ser principalmente de dos tipos, empaquetadas y capilares, ademas
se debe tener la consideracion que la temperatura influye en el proceso pues puede
cambiar las condiciones naturales de la muestra. Los detectores deben de ser de alta

sensibilidad, estables, facil reposicion entre otros. (Linde, 2010).

Entre los métodos utilizados dentro de cromatografia de gases de se encuentra el de

analisis cualitativo y el de coincidencia:

51111 Método de Analisis Cualitativo:

La mayor ventaja de la cromatografia de gases es la generacion de informacion
como el alto y ancho de los picos en el cronograma (especifican el tipo de sustancia
encontrada), considerando un proceso Optimo de analisis se puede caracterizar
inicialmente la sustancia gracias a la posicion de los picos, pero ello tiende a ser
ambiguo por lo cual se plantea el uso complementario de técnicas de multiples
pardmetros como espectrometria de masas o infrarrojo (Olguin Perez & Rodriguez

Magadan, 2004).

5.1.11.2 Método de Analisis por Coincidencia:

Este procedimiento consiste en comparar los volimenes de retencion de la
sustancia a estudiar, con relacién a un patrén determinado en similares condiciones de
operacién y columna de inyeccion. Se debe mantener constantes las condiciones de
analisis lo cual resulta complicado, por ello se plantea como solucion colocar al patron
como un indicador del problema y comprobar si no coincide con los picos originales. Si

se genera un aumento de la altura en un pico, ello evidencia coincidencia de volimenes
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de retencidn, pero considerando que la técnica puede generar sesgos con compuestos

nunca antes evaluados (Olguin Perez & Rodriguez Magadan, 2004).

Entre las aplicaciones mas comunes en donde interviene la cromatografia de gases

estan:

___|Sabores, alimentos y

fragancias

-Analisis para la produccion de aceites escenciales.
-Clasificacion de productos para productividad.
-Analisis para posible adulteracion de liquidos (alcohol).
-ldentificacion de toxicos en comida empaquetada.

—{ Petroleo y quimicos

-Separacion de gases ligeros, caracterizacion de aceites
crudos, productos de la licuacién del camrbon.

-Diferenciacion de hidrocarburos como parafinicos
aromaticos, olefinicos etc.

Aplicaciones de 13
cromatografia de
gases

-Diferenciacion de componentes nitrogenados y sulfurados
de bajo peso molecular.

-Pruebas para la determinacion de presencia de solventes e
medios.

— Ambientales

-Deteccion y cuantificacion de sustancias que afectan las
matrices ambientales (Pesticidas, HAP’s etc).

-Regulacién y control ambiental en conformidad a Ia

noramtiva.

-Modificacién de procedimientos tecnicos en remediacion
ambiental conforme progresos del mismo.

--Deteccion de bajos niveles significativos de ciertas
sustancias dentro de los organismos.

-Analisis de sustancias a administrar en pacientes como)
anastesicos porinhalacion.

Medicas y biologicas

-ldentificacion de sustancias causantes de enfermedadeq
respiratorias en un entonro (Contaminacion por COV's).

-ldentificacion de drogas dentro de los organismos.

Figura 5.14 Usos de la cromatografia de gases dentro de miltiples campos

Fuente: (Olguin Perez & Rodriguez Magadan, 2004)
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5.2 METODOLOGIA

El presente proyecto de investigacion se realizd por fases: primero se llevd a
cabo la caracterizacion de la materia prima, se la lavo y secé. La fase de pretratamiento
consistid en la obtencion de celulosa en los laboratorios de la Universidad Politécnica
Salesiana. En la primera y segunda fase se obtuvo glucosa mediante una hidrélisis acida
y una hidrélisis enzimatica respectivamente. En la tercera fase se realizd la
fermentacion anaerobia de la glucosa para formar alcohol por medio de levaduras en un
biorreactor. Y en la cuarta y Ultima fase se realizd una caracterizacion fisico quimica del

alcohol obtenido.

5.2.1 Experimental:

5.2.1.1 Materia prima e insumos

La cascarilla de arroz utilizada durante esta investigacion fue suministrada por la
“Arrocera Sucua”. Las condiciones que posee Morona Santiago para el cultivo de arroz

son idéneas, con respecto a la temperatura y precipitaciones.

La cascarilla de arroz fue recogida de la piladora Sucla y transportada hasta el
laboratorio de ingenieria ambiental de la Universidad Politécnica Salesiana, sede
Cuenca. En la universidad se determinaron ciertas caracteristicas de la misma como el
porcentaje de humedad, capacidad de retencién de agua, porcentaje de cenizas, pruebas
granulométricas, solubilidad en agua caliente, solubilidad en hidroxido de sodio,

porcentaje de lignina, porcentaje de celulosa y porcentaje de hemicelulosa.
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5.2.1.2 Caracterizacion de Materias Primas y Productos de Reaccion:

Se realizd un andlisis proximal quimico donde consta la determinacion de la
humedad, cenizas, solubilidad en agua y en hidroxido de sodio y la composicion
quimica. Todo esto se realizd a altas temperaturas y con diferentes concentraciones de

acido sulfurico.

5.2.1.3 Obtencién de la celulosa

Se lavd con agua caliente la muestra, con el objetivo de retirar impurezas
contenidas en la cascarilla de arroz, aumentando con esto la susceptibilidad de la
materia para obtener un sustrato lignocelulosico reactivo que sea altamente accesible al

ataque quimico, microbiologico y enzimatico.

5.2.1.4 Hidrélisis Acida.

La cascarilla de arroz fue pre tratada con soluciones diluidas de acido sulfurico
segun lo citado por: (Navarro & Abril, 2012). El proceso consistio en mezclar la
materia prima con la solucion &cida, posteriormente se separé el liquido del sélido
mediante filtracion al vacio, el sélido pre tratado se lavd las veces que sean necesarias
hasta retirar la solucién &acida y esta fue refregada pero no secada para no disminuir el

rendimiento de la hidrélisis enzimatica (Dagnino, Chamorro, Felissia, & Area, 2014).

5.2.1.5 Hidrodlisis enziméatica

Se realizd la hidrdlisis enzimatica de la celulosa ya conocida, luego se coloco las
enzimas celulosas de Trichoderma reesei, y finalmente se evalué la produccion de
azlcar durante 72 horas mediante Espectrofotometria y Refractometria (Dagnino et al.,

2014).
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5.2.1.6 Fermentacion Bioldgica

En la fermentacion bioldgica se realizd con la levadura Saccharomyces
cerevisiae con la cual se ha tenido buenos resultados con las fibras de celulosa para
producir biocombustibles renovables como el etanol (Kang’Ethe, Onono, McDermott,
& Arimi, 2007). Se adiciono nutrientes a las levaduras como sulfato de amonio. La

fermentacion se llevara a cabo a diferentes temperaturas, tiempos, pH y cultivos.

5.2.1.7 Cuantificacion

La evaluacion de esta etapa se realizd mediante un Analisis Instrumental

(Cromatografia de Gases CG) del etanol producido.

5.2.1.8 Pruebas Fisico - Quimicas del Bioetanol

Se realizd pruebas al bioetanol obtenido como: punto de infamacion y

combustion, punto de ebullicion, densidad, poder calorifico Y tipo de alcohol.

5.2.2 Documental — Bibliografica:

Esta investigacion se realiz6 con argumentos cientificos existentes tanto para la
recoleccion de los residuos de la cascarilla de arroz como para el andlisis del

combustible obtenido.

5.3 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion se desarrollo en base a investigacion cientifica, obteniendo un
biocombustible a partir de la cascarilla del arroz por medio de hidrélisis acida,
enzimatica y fermentacion, el andlisis de este biocombustible para la fermentacion de

sus propiedades fisico-quimicas.
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5.3.1 Materia Prima

5.3.1.1 Determinacion del contenido de humedad de la materia prima

Para determinar el porcentaje de humedad de la cascarilla de arroz, realizamos
tres pruebas cada una de 2,31 gramos, pero con diferentes lapsos de tiempo, y a la
misma temperatura siguiendo el procedimiento de haldgenos de humedad y fue
calculada de la siguiente manera:

(B—A)—(C—-4) Ecuacion 1

%H = 100
Yo B—7) X

En donde:
A= peso del crisol seco
B= peso del crisol + muestra humeda

C= peso del crisol + muestra seca

Después de tres dias, se midid el nuevo porcentaje de humedad de la muestra en

un halégeno de humedad, dandonos una humedad de alrededor del 7%.

5.3.1.2 Prueba granulométrica de la materia prima

Segun (Serrano & Borrachero, 2012) la cascarilla de arroz tiene de 1 a 2
milimetros de diametro. Para corroborar esta informacion se realizd el analisis
granulométrico a una muestra de 130 gramos de cascarilla de arroz en una criba
vibratoria. Haciendo pasar la muestra por 7 mallas de diferentes diametros (#8, #10,

#14, #16, #18, #20 y #25).
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5.3.1.3 Determinacion del porcentaje de cenizas de la materia prima

Se realizd el andlisis del porcentaje de cenizas que contiene la cascarilla de arroz
en una mufla a 600°C por 2 horas. Se analizaron tres muestras de 1 gramo cada una,

todas bajo las mismas condiciones, Yy fue calculado de la siguiente manera:

(P1—P2) Ecuacién 2

%Cenizas = m x 100

En donde:

P= peso en gramos del crisol con la muestra
P1=peso en gramos del crisol con las cenizas

P2=peso en gramos del crisol
5.3.1.4 Determinacion de la solubilidad en agua de la cascarilla de arroz

Se realizaron tres ensayos con dos gramos de muestra cada ensayo, esto con el
fin de tener un dato mas acercado a la realidad. Se propuso colocar 2 gramos de la
muestra en un tubo de 50ml a la cual se agregd agua en exceso y se dejo reposar el
contenido por 24 horas, al cabo de este tiempo se determind el contenido retenido de

agua por diferencia de pesos, calculado de la siguiente manera:

CRA = peso final de lamuestra — peso inicial de la muestra Ecuacién 3
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5.3.1.5 Determinacion de la solubilidad en hidréxido de sodio de la cascarilla de arroz

Para determinar el porcentaje de solubilidad de la cascarilla de arroz en NaOH se
realizaron tres pruebas de 2 gramos cada una, con el fin de que el resultado obtenido sea

lo mas cercano a la realidad.

Se propuso trabajar con dos gramos de muestra previamente tamizada en una
malla #14, se coloco la muestra en el Erlenmeyer de 125ml, a esta muestra se le agrego
100ml de NaOH al 1%, se coloco el Erlenmeyer en bafio maria por 25 minutos, luego se
agito vigorosamente el Erlenmeyer cada 10-15 y 25 minutos, se dejo enfriar por una
hora, se filtrd el contenido en un crisol previamente tratado, luego se lavo el residuo
sucesivamente con 50ml de agua caliente y 50ml de &cido aceético, se secO la muestra a

100°C hasta obtener un peso constante. Los resultados fueron calculados de la siguiente

manera:

. MIC— MFC Ecuacion 4
%Solubilidad en NaOH = masa de la miestra (1 — H) x 100
En donde:

MIC= masa inicial del crisol, corresponde al peso del crisol vacio
MFC= masa final del crisol, corresponde al peso del crisol con la muestra seca

H= humedad

5.3.1.6 Determinacion de la solubilidad en agua caliente de la cascarilla de arroz

Para determinar el porcentaje de solubilidad en agua caliente de la cascarilla de
arroz se realizaron tres pruebas de 2 gramos cada una, con el fin de que el resultado

obtenido sea lo mas cercano a la realidad.

40



Se propuso trabajar con 2 gramos de la muestra previamente tamizada en una
malla #14, se colocd la muestra en un matraz y se adiciono 100ml de agua destilada, se
coloco el matraz en un bafio de agua en ebullicién por 3 horas, se filtrd el contenido en
un crisol previamente tratado, se lavd el residuo con agua caliente, se dej6 secar el

residuo por 10 minutos a 100°C. Los resultados se calcularon de la siguiente manera:

%Solubilidad en agua caliente

MIC — MFC .
= x 100 Ecuacién 5

masa de la muestra (1 —H)

En donde:
MIC= masa inicial del crisol, corresponde al peso del crisol vacio
MFC= masa final del crisol, corresponde al peso del crisol con la muestra seca

H= humedad

5.3.2 Etapa de Pretratamiento

En la etapa de pretratamiento previo a la obtencion de bioetanol se realizara la
obtencion de celulosa necesaria para los siguientes procesos como es la obtencion de

glucosa y posterior fermentacion de la misma.

5.3.2.1 Obtencidn de la Celulosa presente en la cascarilla de arroz

Para la obtencion de celulosa se propuso realizar un tratamiento quimico
utilizando &cido sulfurico, hidroxido de sodio y cloruro de sodio. Se tomé 10 gramos de
cascarilla de arroz previamente tamizada y se coloco en un vaso de 500ml, se la mezclo
con H2SO4 al 0,4% y se lo dejo calentar por 1 hora, se filtrd al vacio y se lo lavo 3
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veces con 100ml de agua destilada en cada lavado, luego se agregd hidréxido de sodio
al 20% y se lo calent6 a 40°C por 1 hora, la muestra se filtré al vacio, se lavo la muestra
3 veces con 100ml de agua destilada en cada lavado, se aplico NaClO al 0,5% vy se lo
dejo calentar hasta que blanquee (aproximadamente 4 horas), se filtrd al vacio y se lo
seco por 24 horas en un horno industrial a 30°C y después de 24 horas se molio la

celulosa.

5.3.2.2 Determinacion del porcentaje de celulosa de la cascarilla de arroz

Para determinar el porcentaje de celulosa de la cascarilla de arroz se propuso
trabajar con 2 gramos de muestra, con 25ml de NaOH al 17,5%, se lo agito y dejo
reposar por 30 minutos en bafio maria a una temperatura de 43°C, luego de agregé 30ml
de agua destilada, se agito y dejo reposar por 1 hora. Se filtrd al vacio en un papel filtro
lavado en una solucion de 33ml de agua destilada y 25ml de la solucién de NaOH al
17,5%. Luego se lavo la muestra con 30ml de agua destilada y se dejo aplicar vacio, se
agregé una solucion de acido acético al 10% y después de 3 minutos se aplicd vacio,
luego se lavo la muestra con 50ml de agua destilada aplicando vacio, en la estufa se
coloco la muestra en una caja petri por 4 horas a 80°C y por Ulimo se determin6 el

porcentaje de celulosa.

El porcentaje de celulosa se lo determino gracias a la siguiente formula:

Por Ecuacion 6
%Celulosa = Exwo

En donde:

Por= peso seco del residuo

Po= peso anhidrido de la muestra
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5.3.2.3 Determinacion del porcentaje de lignina de la cascarilla de arroz

Para determinar el porcentaje de lignina de la cascarilla de arroz se propuso
trabajar con 2 gramos de muestra, se agregaron 15ml de H2SO4 al 72% a 13°C de
temperatura y se agito vigorosamente durante 1 minuto. Se dejo reposar por 2 horas,
con agitacion frecuente a una temperatura de 19°C, la mezcla resultante se trasvaso en
un matraz de 1 litro, y se diluyo la concentracion del &cido a 3% adicionando 560ml de
agua destilada, la mezcla se llevo a ebullicion durante 4 horas, se dejo enfriar el matraz
hasta que el material insoluble decanto, se filtrd al vacio utilizando papel filtro, el cual
fue secado previamente a 100°C, el precipitado se llevd con 500ml de agua caliente
hasta quedar libre de acido, el papel filtro y su contenido se secaron en el horno por 4

horas a 100°C y por Ultimo se determiné el contenido de lignina.

El porcentaje de lignina se lo determino gracias a la siguiente formula:

A—-—B Ecuacion 7
x100

%Lignina =

En donde:

A= peso del papel filtro con la muestra himeda
B= peso del papel filtro con la muestra seca
C=peso de la muestra seca.

5.3.3 Primera Fase

En la primera fase se realizd conversion de la celulosa a glucosa por medio de

una hidrolisis &cida, posteriormente a este proceso se realizd la determinacion de
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azlcares reductores por medio de una prueba de DNS, con el objetivo de obtener una

curva de calibracion con este reactivo (DNS).

5.3.3.1 Hidrdlisis Acida

Se propuso realizar 3 pruebas bajo los mismos parametros. Se tom6 10 gramos
de la muestra y se lo mezclo con H2SO4 al 2% en 250ml de agua destilada. Se
colocaron las 3 muestras en el autoclave para esterilizarlas, a 125°C en 1 atmosfera de
presion por 3 horas (controlando la presion del autoclave). Se dejé enfriar las muestras
por 1 hora y se les realizo pruebas de Fehling A y Fehling B (ver figura 10-1 Anexo 1)
con el objetivo de saber si existe 0 no glucosa en la hidrolisis &acida realizada,

obteniendo los siguientes resultados:

Posteriormente a este proceso se realizd la determinacion de azlcares reductores
mediante la prueba de DNS, se trabajo con 1 gramo de DNS, 1 gramos de NaOH y 0,1

gramos de Na2S04, en 100ml de agua destilada.

Para la realizacién de a curva de calibracion con el estandar (Glucosa). Se pesé
0,1 gramos de glucosa y se la mezclo en 90 ml de agua destilada, esta muestra es
trabajada como el estandar para la realizacion de la curva de calibracion. Se realizb una
tabla (ver tabla 5-4) en donde se detalld el nimero de muestras, las concentraciones de
la muestra patron (estandar), los ml de agua destilada para cada muestra y los ml de

DNS para cada muestra.

Utilizando la ecuacion de la recta se determind la cantidad total de glucosa en la

muestra patron.

Para la obtencion de la curva de calibracién con la hidrélisis acida previamente

realizada se trabajo con 6 ml de muestra de la hidrélisis acida, posteriormente se realizd
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una tabla (ver tabla 5-5) en donde se detalld el nimero de muestras, las concentraciones

de la muestra (hidrolisis acida), los ml DNS para cada muestra.

Utilizando la ecuacion de la recta se determind la cantidad total de glucosa en

cada una de las 3 muestras de hidrolisis acida.

5.3.4 Segunda Fase

En la segunda fase se realizd la obtencion de glucosa por medio de una hidrolisis
enzimatica, posteriormente a este proceso se realizd la determinacion de azlcares
reductores por medio de una prueba de DNS, con el objetivo de obtener una curva de

calibracion con este reactivo (DNS).

5.3.4.1 Hidrdélisis Enzimatica

El objetivo de esta fase es la obtencion de glucosa por medio de un proceso
enzimatico, para saber que la hidrélisis acida efectivamente contiene glucosa se realizd
pruebas de Fehling A y Fehling B, luego se realizd una prueba de DNS para determinar

el porcentaje de glucosa en la hidrdlisis &cida realizada.

Para la realizacion de la hidrolisis enzimatica se propuso realizar 3 pruebas bajo
los mismos parametros. Se tomd 100ml de una solucién Buffer con un pH de 4 para
garantizar Optimas condiciones de la enzima. Se mezclé 5 gamos de celulosa con 200ml
de la solucion buffer y 0,25 gramos de enzima en un Erlenmeyer de 500ml. Se dejo
reposar las muestras por 6 dias a 50°C en una estufa. Transcurrido el tiempo de reposo
se determinG si existe 0 no glucosa mediante las pruebas de Fehling A y Fehling B (ver

figura 10-2 Anexo 2), obteniendo los siguientes resultados:
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Posteriormente a este proceso se realizd la determinacion de azlcares reductores
mediante la prueba de DNS, se trabajo con 1 gramo de DNS, 1 gramos de NaOH y 0,1

gramos de Na2S04, en 100ml de agua destilada.

Para la realizacion de la curva de calibracion con el estandar (Glucosa) se pesé
0,1 gramos de glucosa y se la mezclo en 90 ml de agua destilada. Esta muestra es
trabajada como el estandar para la realizacion de la curva de calibracion. Se realizd una
tabla (ver tabla 5-6) en donde se detalld el nimero de muestras, las concentraciones de
la muestra patron (estandar), los ml de agua destilada para cada muestra y los ml de

DNS para cada muestra.

Para la realizacion de a curva de calibracién con la hidrdlisis enzimatica
previamente realizada se trabaj0 con 6 ml de muestra de la hidrolisis enzimatica,
posteriormente se realizd una tabla (ver tabla 5-7) en donde se detallo el nimero de
muestras, las concentraciones de la muestra (hidrélisis acida), los ml DNS para cada

muestra.

Utilizando la ecuacion de la recta se determind la cantidad total de glucosa en

cada una de las 3 muestras de hidrolisis enzimatica.

5.3.5 Tercera Fase

En la tercera fase, se realizd la fermentacion biologica de las 6 muestras (3
muestras de la hidrélisis acida y 3 muestras de la hidrolisis enzimatica) anteriormente
obtenidas en la primera y segunda fase, por siete dias utilizando cultivos de levaduras la

misma que se dejo desarrollar en un biorreactor.
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5.3.5.1 Fermentacion Alcohdlica

Para la realizacion de la fermentacion biologica se sembraron cultivos de

saccharomyces cerevisiae, las mismas que se desarrollaron en un biorreactor.

Un biorreactor es un recipiente cilindrico, de vidrio o acero inoxidable con el fin
de esterilizar y poder controlar la temperatura en el mismo. Esta cubierto por una platina
compuesta por entradas y salidas que sirven para agregar substratos, nutrientes y
sustancias como &cidos y bases, 0 extraer muestras para realizar analisis, es por ello que

es el elemento central de la fermentacion alcoholica (Dacosta, 2007).

Para la fermentacion de las muestras se trabajo con un pH entre 4,5-6 y una
temperatura de 38-50°C, por siete dias en el biorreactor. Se mantuvo en el biorreactor
por 7 dias controlando las condiciones anteriormente mencionadas ya que son

esenciales para el crecimiento de la levadura y posterior fermentacion de la glucosa.

Al cabo de siete dias, se midieron los gados brix de cada muestra como se

muestra en la tabla 5-8 y 5-10.

Posteriormente al proceso de fermentacion se realizd la destilacion alcohdlica en
un rota vapor de cada una de las muestras fermentadas, con el fin de obtener alcohol,

para este ser analizado y caracterizado en la siguiente fase.
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5.3.6 Cuarta Fase

Esta es la Ultima etapa de la investigacion, la misma que consistio en la
realizaciobn de 6 procesos para determinar diferentes caracteristicas fisico quimicas del

alcohol.

- Conocer el tipo de alcohol obtenido en cada una de las seis muestras mediante
espectroscopia FT —IR.

- Cuantificar la cantidad de alcohol obtenido en cada una de las seis muestras,
mediante cromatografia de gases.

- Conocer el punto de inflamacién y combustion, el punto de ebullicién, la
densidad y el poder calorifico de cada una de las seis muestras de alcohol

obtenidas.

Para la determinacion del poder calorifico se siguié un método practico mediante
el empleo de calorimetros, los mismos que permiten determinar el poder calorifico del
alcohol de forma directa en un laboratorio. Se siguid lo citado por (FERNANDEZ,

2018)

Para identificar el tipo de alcohol obtenido en esta investigacion se realizd la
“Prueba de Lucas” a las muestras de alcohol obtenidas. Esta prueba consiste en
adicionar el reactivo de Lucas a la muestra de alcohol para verificar si esta muestra se
separa en otra fase de la mezcla. Los alcoholes terciarios reaccionan inmediatamente,
los alcoholes secundarios demoran entre 5-20min y los alcoholes primarios reaccionan

despacio. (OLAYA QUEREVALU, n.d.)

Para determinar el punto de inflamabilidad y combustion se siguid el método de

“La copa abierta de Cleveland”, segin la Norma ASTM D56-05 (re aprobado 2010).
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Este método consiste en la utilizacibn de un equipo manual, para los liquidos cuya

viscosidad sea inferior a 5,5 mm?/s (cst) a 40°C. Segun lo citado por (Moncayo, 2016)
5.4 ANALISIS LOS RESULTADOS DE LAS TECNICAS APLICADAS
5.4.1 Materia Prima

Se realizaron diferentes analisis preliminares a la materia prima (cascarilla de arroz)

todos ellos necesarios para su posterior utilizacion.
5.4.1.1 Humedad

En cuanto a la determinacion del porcentaje de humedad que contiene la
cascarilla de arroz se realizaron tres pruebas ejecutadas con la Ecuacion 1, se encontrd
que el porcentaje de humedad de la muestra es de alrededor del 7%, como se puede

observar en la tabla 5-2.
5.4.1.2 Granulometria

La prueba granulométrica se lo realizo una sola vez, logrando determinar que el
nimero de grano de la cascarilla de arroz proporcionada es de 1,40mm ya que se retuvo
una mayor concentracion (77,12 gramos) en el tamiz #14 con didmetro correspondiente

a 1,40mm.

A continuacion, se detalla el analisis granulometrico:

Tabla 5-1. Analisis granulométrico a 130 gramos de cascarilla de arroz.

Fuente: Autor

NUmero de tamiz Diametro del tamiz Gramos retenidos
Tamiz #8 2,36 mm 3,6
Tamiz #10 2,00mm 26,69
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Tamiz #14 1,40mm 77,12

Tamiz #16 1,18mm 6,10
Tamiz #18 1,00mm 6
Tamiz #20 850um 3,57
Tamiz #25 710um 1,92
Base 0 emmmeeee- 5,09
TOTAL 130

5.4.1.3 Cenizas

En cuanto a la determinacién del porcentaje de cenizas que contiene la cascarilla
de arroz se realizaron tres pruebas ejecutadas con la Ecuacion 2. El contenido de cenizas

gue se obtuvo en las tres pruebas fue de 20%, como se muestra en la tabla 5-2.

5.4.1.4 Solubilidad en agua

En cuanto a la determinacion de solubilidad en agua que puede alanzar la
cascarilla de arroz se realizaron tres pruebas ejecutadas con la Ecuacion 3. Es decir, la
capécidad de retencién de agua es de aproximadamente 6,6(%) como se muestra en la

tabla 5-2.

5.4.1.5 Solubilidad en hidroxido de sodio

En cuanto a la determinacion de la solubilidad en hidroxido de sodio que puede
alanzar la cascarilla de arroz se realizaron tres pruebas ejecutadas con la Ecuacion 4. Se
determind que el porcentaje de en hidroxido de sodio es de 22,67% aproximadamente,

como se muestra en la tabla 5-2.

50



5.4.1.6 Solubilidad en agua caliente

En cuanto a la determinacion de la solubilidad en agua caliente que puede
alanzar la cascarilla de arroz se realizaron tres pruebas ejecutadas con la Ecuacion 5. Se
determind que el porcentaje de solubilidad en agua caliente es de aproximadamente

26,08%, como se muestra en la tabla 5-2.

En la tabla 3, se presenta un resumen de los resultados obtenidos a través de los

diferentes analisis realizados a las muestras de cascarilla de arroz.

Tabla 5-2. Resumen de los resultados obtenidos en la caracterizacion de la materia prima.

Fuente: Autor

Componente Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3
Humedad 6,85% 6,55% 6,58%
Granulometria 1,40mm e aeees
Cenizas 20 % 20 % 20 %
Solubilidad en
5,52 % 8,36 % 5,92 %
Agua
Solubilidad en
) ) ) 25,04 % 21,83 % 21,14 %
Hidréxido de Sodio
Solubilidad en
23,09 % 29,09 % 20,06 %

Agua Caliente

5.4.2 Pre tratamiento

A continuacion, se detallan los resultados en cuanto a la obtencion y pureza de

la celulosa, el porcentaje que existe en la muestra de cascarilla de arroz tanto de lignina

como de celulosa.
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5.4.2.1 Obtencidn de Celulosa presente en la cascarilla de arroz

Los resultados obtenidos mediante un analisis con el espectofotometro IR son
los siguientes: El pico 3331,38 cm™ hace referencia a una amina secundaria ancha y
muy pequefia en N-heterociclos, en el pico 2894,54 se origina de un estiramiento de OH
(sefial ancha por puente de hidrogeno). El pico 1635,93 cm® nos indica una sefial
intensa que se origina por un estiramiento del grupo carbonilo dentro de un anillo de la
celulosa, el pico 1421,67 cm™ hace referencia a estiramiento del carboxilo, el pico
1369,93 cm®  nos indica que existen vibraciones con intensidad alta, el pico 1157,03
cm!  nos muestra un estiramiento simétrico y asimétrico de los enlaces del Alquil ester,
el pico 1024,41 cm nos indica que existen vibraciones con intensidad media, en el pico
896,13 cm® existe ligera presencia de lignina, debido a que no se sometid la materia

prima a un lavado con agua caliente, el pico 485 cm* nos indica que existen vibraciones

con una intensidad media. Todo esto se encuentra representado en la figura 5.15.
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Figura 5.15 Celulosa de la cascarilla de arroz.
Fuente: Autor
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También se realizd una comparacion de la celulosa obtenida en la investigacion
con una muestra de celulosa estandar como se muestra en la figura 5.16, en donde

podemos ver la similitud del 90% entra las dos muestras (celulosa obtenida y celulosa

tandar)
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Figura 5.16 Comparacién entre celulosa estandar (color negro) y celulosa obtenida de la cascarilla de
arroz (color rojo).

Fuente: Autor

5.4.2.2 Porcentaje de Celulosa presente en la cascarilla de arroz

El porcentaje de celulosa se lo ejecutd respecto a los parametros de la Ecuacion

6, dandonos un porcentaje de alrededor del 34%, como se muestra en la tabla 5-3.
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5.4.2.3 Porcentaje de Lignina presente en la cascarilla de arroz

El porcentaje de lignina se lo ejecutd respecto a los parametros de la Ecuacion 7,

dandonos un porcentaje de alrededor del 19,27%, como se muestra en la tabla 5-3.

A continuacion, se detalla una tabla resumen de los porcentajes que se

obtuvieron de celulosa, lignina y hemicelulosa de la cascarilla de arroz:

Tabla 5-3. Tabla resumen de la determinacién del porcentaje de celulosa, lignina y hemicelulosa que
contiene la cascarilla de arroz.

Fuente: Autor

Material Lignoceluldsico Porcentaje (%)
Celulosa 34
Lignina 19,27
Hemicelulosa 46,73

5.4.3 Primera Fase
En la primera fase se obtuvo glucosa en casa una de las 3 muestras, esta glucosa
deriva de la hidrolisis &cida anteriormente realizada. A estas muestras se les sometid a
un analisis DNS para saber la cantidad de az(cares reductores, como se muestra a
continuacion:

Tabla 5-4. Datos para la curva de calibracién.

Fuente: Autor

N° muestras Muestra Patron ml de_ agua ml de DNS  Concentracion Absorbancia
destilada
0 0 2 2 0 0,129
1 0,2 1,8 2 1,25 0,355
2 0,4 1,6 2 2,5 0,718
3 0,6 1,4 2 3,75 1,101
4 0,8 1,2 2 5 1,428
5 1 1 2 6,25 1,621
6 1,2 0,8 2 7,5 1,810
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7 1,4 0,6 2 8,75 1,981
8 1,6 0,4 2 10 2,182
9 1,8 0,2 2 11,25 2,278
10 2 0 2 12,5 2,372
ABSORBANCIA TOTAL 1,585
Curva de Calibracion
3
y =0,185x + 0,2959 .
2,5 R?=0,9623 ..+
o
e
3
)
38
<
0 2 4 6 8 10 12 14

Concentracion

Figura 5.17 Curva de Calibracion. Fuente: Autor

Utilizando la ecuacion de la recta se determind la cantidad total de glucosa en la

muestra patron.

Y =0,185x + 0,2959

Despejamos x, teniendo en cuenta que “Y” es la absorbancia total

¥ —02959
= 70185

_1,585-10,2959
B 0,185

X
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X = 6968

Para la realizacion de a curva de calibracion con la hidrélisis acida previamente

realizada se efectuaron los siguientes pasos:

Se trabajo con 6 ml de muestra de la hidrolisis &cida, posteriormente se realizd
una tabla (ver tabla 5-5) en donde se detallé el nimero de muestras, las concentraciones
de la muestra (hidrdlisis acida), los ml DNS para cada muestra.

Tabla 5-5. Concentraciones de las muestras (hidrolisis acida).

Fuente: Autor

N© Muestra DNS Concentracion Absorbancia
muestras Patrén (ml) (ml) (gr)
1 2 2 1,25 0,0572
2 2 2 2,5 0,1567
3 2 2 2,5 0,2755

Curva de Calibracion

0,35

y =0,0439x + 0,0258
R2=0,9965

o
e N o
) (&) w

Absorbancia
p
i
(0]

0 o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7

Concentracion

Figura 5.18 Curva de Calibracién.
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Fuente: Autor

Utilizando la ecuacion de la recta se determind la cantidad total de glucosa en

cada una de las 3 muestras de hidrolisis acida.
Muestra 1:

Y = 0,0439x + 0,0258

Despejamos x, teniendo en cuenta que “Y” es la absorbancia total de 0,0572

_ ¥-0,0258
= 700439

00572 —0,0258
= 0,0439

x = 0,72%

Muestra 2:
Y = 0,0439x + 0,0258
Despejamos x, teniendo en cuenta que “Y” es la absorbancia total de 0,1567

_ ¥-0,0258
= 700439

01567 - 0,0258
x= 0,0439

x = 2,98%

Muestra 3:
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Y = 0,0439x + 0,0258
Despejamos x, teniendo en cuenta que “Y” es la absorbancia total de 0,2755

_ ¥-0,0258
X = 70,0439

02755 —0,0258
B 0,0439

X

X = 5,68%

5.4.4 Segunda Fase

En la segunda fase se obtuvo glucosa en casa una de las 3 muestras, esta glucosa

deriva de la hidrélisis enzimética anteriormente realizada.

A estas muestras se les sometid a un analisis DNS para saber la cantidad de azlcares

reductores, como se muestra a continuacion:

Tabla 5-6. Datos para la curva de calibracion

Fuente: Autor

N° muestras Muestra Patron ml de_ agua ml de DNS  Concentraciébn  Absorbancia
destilada
0 0 2 2 0 0,169
1 0,2 1,8 2 1,25 0,266
2 0,4 1,6 2 2,5 0,614
3 0,6 1,4 2 3,75 1,009
4 0,8 1,2 2 5 1,318
5 1 1 2 6,25 1,512
6 1,2 0,8 2 7,5 1,809
7 1,4 0,6 2 8,75 1,978
8 1,6 0,4 2 10 2,171
9 1,8 0,2 2 11,25 2,273
10 2 0 2 12,5 2,362
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ABSORBANCIA TOTAL 1,407

Curva de Calibracion

y=0,1898x +0,2213

Absorbancia

0 2 4 6 8 10 12 14

Concentracion

Figura 5.19 Curva de Calibracion.

Fuente: Autor

Utilizando la ecuacion de la recta se determind la cantidad total de glucosa en la

muestra patron.

Y =0,1898x + 0,2213

Despejamos X, teniendo en cuenta que “Y” es la absorbancia total

_ Y-0.2213
*= 701898

1,407 -0,2213
B 0,1898

X

X = 6,247%
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Para la realizacion de a curva de calibracibn con la hidrélisis enziméatica

previamente realizada se efectuaron los siguientes pasos:

Se trabajé con 6 ml de muestra de la hidrolisis enziméatica, posteriormente se
realizd una tabla (ver tabla 5-7) en donde se detalldo el nimero de muestras, las

concentraciones de la muestra (hidrélisis acida), los ml DNS para cada muestra.

Tabla 5-7. Concentraciones de las muestras (hidrélisis enzimatica).

Fuente: Autor

N° Muestra DNS Concentracion  Absorbancia
muestras Patrén (ml) (ml) (gn

1 2 2 1,25 0,064

2 2 2 2,5 0,189

3 2 2 3,75 0,288

Curva de Calibracion

0,35

y = 0,0449x + 0,0402-*
0,3 o

0,25

o
[N

0,15

Absorbancia

o
i

0,05 |...

0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracion

Figura 5.20 Curva de Calibracion.

Fuente: Autor

60



Utilizando la ecuacion de la recta se determind la cantidad total de glucosa en

cada una de las 3 muestras de hidrolisis acida.
Muestra 1:
Y = 0,0449x + 0,0402

Despejamos x, teniendo en cuenta que “Y” es la absorbancia total de 0,064

Y —0,0402
T 0,0449

0,064 —0,0402
B 0,0449

X

X = 0,53%

Muestra 2:
Y = 0,0449x + 0,0402

Despejamos X, teniendo en cuenta que “Y” es la absorbancia total de 0,189

Y —0,0402
= 700449

0,189 -0,0258
B 0,0439

X = 3,71%

Muestra 3:

Y = 0,0449x + 0,0402
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Despejamos X, teniendo en cuenta que “Y” es la absorbancia total de 0,288

Y —0,0402
X = 70,0449

0,288 -0,0258
X = TT0.0439

x = 5,97%

5.4.5 Tercera Fase

Los resultados que se obtuvo en la tercera fase es la fermentacidn alcohdlica de
la glucosa en cada una de las 6 muestras por siente dias, en donde se determind una
fermentacién casi completa de las muestras, este nivel de fermentacion se midi6 en
grados brix, los mismo que fueron bajando, eso quiere decir que mientras van bajando

los grados brix se estd fermentando la glucosa de las muestras.

Esta fase nos permitio tener una fermentacion alcohdlica derivada de la glucosa
presente en cada muestra, la misma que nos da un olor caracteristico a etanol. El alcohol

obtenido en esta fase, serd analizado en una cuarta fase.
A cada una de las tres muestras obtenidas mediante un proceso quimico se les
medio los grados brix iniciales, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 5-8. Grados brix iniciales antes de la fermentacién alcohélica.

Fuente: Autor

Muestras Grados Brix Numero de Dia
Muestra 1 6,8 1
Muestra 2 55 1
Muestra 3 7 1
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A continuacion, se detallard los grados brix de las 6 muestras sometidas

fermentacion medidos a lo siente dias obtenidas mediante un proceso quimico:

Tabla 5-9. Grados brix del proceso &cido después de la fermentacién.

Fuente: Autor

Muestras Grados Brix Ndmero de Dia
Muestra 1 0,9 7
Muestra 2 0,5 7
Muestra 3 1 7

A los siete dias de reposar en un ambiente anaerobio la levadura Saccharomyces

cerevisiae, fermento las tres muestras significativamente, ya que, la muestra 1 bajo de

6,8 a 0,9 en siente dias. La muestra 2 bajo de 5,5 a 0,5 en siete dias y la muestra numero
3 bajo de 7 a 1 grado brix.

A cada una de las tres muestras obtenidas mediante un proceso enzimatico se les

medio los grados brix iniciales, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 5-10. Grados brix iniciales antes de la fermentacién alcohdélica.

Fuente: Autor

Muestras Grados Brix Numero de Dia
Muestra 1 4,1 1
Muestra 2 4,5 1
Muestra 3 5 1
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A continuacion, se detallard los grados brix de las 6 muestras sometidas a

fermentacion medidos a lo siente dias obtenidas mediante un proceso enzimatico:

Tabla 5-11. Grados brix del proceso enzimatico después de la fermentacion.

Fuente: Autor

Muestras Grados Brix Numero de Dia
Muestra 1 0,1 7
Muestra 2 0,3 7
Muestra 3 0,5 7

A los siete dias de reposar en un ambiente anaerobio la levadura Saccharomyces
cerevisiae, fermento las tres muestras significativamente, ya que, la muestra 1 bajo de
4,1 a 0,1 en siente dias. La muestra 2 bajo de 4,5 a 0,3 en siete dias y la muestra numero

3 bajo de 5 a 0,5 grado brix.

55.6 Cuarta Etapa

En esta etapa se realizd un andlisis de las caracteristicas fisico quimicas de las

seis muestras de alcohol obtenido, como se detallan a continuacion:
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Tabla 5-12. Caracteristicas fisico quimicas de las seis muestras sometidas al proceso de anélisis.

Fuente: Autor

Tipo de Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
Anélisis 1 2 3 4 5 6
Cantidad de 10
0 0 [o] o] 0
Alcohol 12 12 12 12 12
Punto de
_ A los A los A los A los A los A los
Inflamacion y
B 32°C 32°C 32°C 30°C 30°C 30°C
combustion
Punto de
77°C 77°C 77°C 78,5°C 78,5°C 78,5°C
Ebullicion
) 0,779 0,774 0,769 0,789 0,789 0,789
Densidad
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
Poder 11 11 11 11,33 11,33 11,33
Calorifico kcallkg kcallkg kcallkg kcallkg kcallkg kcallkg
Tipos de Alcohol ~ Alcohol  Alcohol  Alcohol  Alcohol  Alcohol
Alcohol Primario  Primario  Primario  Primario  Primario  Primario
Poder
- 41,634
calorifico = —mmmmmem emmeeeem eeeeeen eeeeeen s
kcalkg
SUPER
Poder
40.12
calorifico dela = seeemmem emeeemem eeeeeen s e
kcallkg

mezcla

Los resultados obtenidos mediante un andlisis del alcohol obtenido mediante un

proceso &cido con el espectofotometro FTIR como se muestra en la figura 5.21 son los

siguientes: en el pico 3300 cm™® existe una banda ancha que muestra la ausencia de

puentes de hidrogeno del grupo OH, el valor 1600 cm™ es muy caracteristico de un

alcohol primario.
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Figura 5.21 Anadlisis del alcohol obtenido mediante un proceso quimico. Fuente: Autor

También se realizO una comparacién del alcohol obtenido en la investigacion

con una muestra de alcohol etilico estandar como se muestra en la figura 5.22, en donde

podemos ver la similitud grandes entra las dos muestras (alcohol obtenido y alcohol

etilico estandar).
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Figura 5.22 Comparacion del alcohol obtenido mediante un proceso quimico y una muestra de alcohol
etilico estandar.

Fuente: Autor

Los resultados obtenidos mediante un andlisis del alcohol obtenido mediante un
proceso enzimatico con el espectofotémetro IR son los siguientes: en el pico 3300 cmt
existe una banda ancha que muestra la ausencia de puentes de hidrégeno del grupo OH ~
, el valor 1600 cm™* es muy caracteristico de un alcohol primario Todo esto se encuentra

representado en la figura 5.23.
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Figura 5.23 Andlisis del alcohol obtenido mediante un proceso enzimético.

Fuente: Autor

También se realizO una comparacion del alcohol obtenido en la investigacion
con una muestra de alcohol etilico estdndar como se muestra en la figura 5.24, en donde
podemos ver la similitud grande entra las dos muestras (alcohol obtenido y alcohol

etilico estandar).
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Figura 5.24Comparacion del alcohol obtenido mediante un proceso enzimatico y una muestra de alcohol
etilico estandar.

Fuente: Autor

5.5.7 Analisis Estadistico

En este proyecto se ha realizado la comparacion entre los dos métodos de

hidrolisis: acida y enziméatica, aplicando el andlisis de variancia y la distribucion F.
Distribuciéon F

Esta distribucion probabilistica se utiliza como estadistico de prueba en varias
situaciones. Se aplica cuando se desea comparar simultineamente dos o mas medias
poblacionales. Dicha comparacién simultanea de varias medias poblacionales se
denomina analisis de variancia (ANOVA, de analysis of variance). (Mason & Lind,

1992)

La distribucion F se utiliza para demostrar la hipotesis de que la variancia de una
poblacién normal es igual a la variancia de otra poblacion normal. (Mason & Lind,

1992)
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ANOVA

En este andlisis se emplea informacion muestral para determinar si dos o
méas tratamientos producen o no resultados diferentes (Mason & Lind, 1992). Para este

caso los diferentes tratamientos son: la hidrélisis &cida y la hidrdlisis enzimatica.
Para el andlisis se ha desarrollado el método de prueba de hipdtesis.
Hipdtesis nula

H, expresa que no hay diferencia significativa entre la cantidad media de
glucosa obtenida por los dos métodos; es decir, u, = u,, la hipotesis alternativa, H,,

plantea las medias son diferentes, u, # u,. Si H, se rechaza, H,se aceptara.

Nivel de significacién

El nivel seleccionado es 0.05

Estadistico de prueba

El estadistico de prueba adecuado es la distribucion F.

Numero de tratamientos k = 2,k— 1= 2 — 1 =1 grado de libertad del numerador

NUmero total de observaciones

N =6,N—k =6—2 =4 grado de libertad del denominador

Valor critico: revisar la tabla de valores criticos de la distribucién F con los grados de

libertad calculados anteriormente.
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g.d.| 1 2 3

1 199,5 215,7

2 19,000 19,164

3 9,552 9,277

4 6,944 6,591

5 5,786 5,402

3 5,987 5,143 4,757

7 5,591 4,737 4,347

8 5,318 4,459 4,066

9 5,117 4,256 3,863

5 10 4,965 4,103 3,708
=

0 11 4,844 3,982 3,587

H 12 4,747 3,885 3,490

o 13 4,667 3,806 3,411

g 14 4,600 3,739 3,344

o 15 4,543 3,682 3,287
T

E 16 4,494 3,634 3,239

= 17 4,451 3,592 3,197

£ 18 4,414 3,555 3,160

o 19 4,381 3,522 3,127

o 20 4,351 3,493 3,098
=

o 21 4,325 3,467 3,072

© 22 4,301 3,443 3,049

s 23 4,279 3,422 3,028

v 24 4,260 3,403 3,009

25 4,242 3,385 2,901

Figura 5.25 Tabla de valores criticos distribucion F, nivel de significacién 0.05 Fuente:
http://www.mat.uda.cl/hsalinas/cursos/2008/probablilidad/TablaF05.pdf

224,6
19,247
9,117
6,388
5,192

4,534

2,776
2,759

2,621
2,603

234,0
12,330
8,941
6,163
4,950

4,284

area a la derecha del valor critico = 0,05

Grados de libertad del Numerador

7

236,8
19,353
8,887
6,094
4,876

4,207
3,787
3,500
3,293
3,135

3,012
2,913
2,832

2,707

2,657
2,614
2,577
2,544
2,514

2,488
2,464
2,442
2,423
2,405

8

238,9
19,371
8,845
6,041
4,818

4,147
3,726
3,438
3,230
3,072

2,699
2,641

2,591
2,548
2,510
2,477
2,447

2,420
2,397
2,375
2,355
2,337

El valor critico para este caso es 7.709

Al usar el nivel de 0.05, la regla de decision es aceptar la hipdtesis nula H,si el valor

calculado de F es menor que o igual a 7.709; se rechaza H,y se acepta H,si el valor

calculado de F es mayor que 7.709.

Calcular Fy tomar una decision

2,538

2,393

10
241,9
19,396
8,786
5,964
4,735

3,637

2,978
2,854

2,671

2,255
2,236

71

11

243,0
19,405
8,763
5,936
4,704

4,027

2,216
2,198


http://www.mat.uda.cl/hsalinas/cursos/2008/probablilidad/TablaF05.pdf

Tabla 5-13. Descriptivos para célculo de valor F. Fuente: Autor, software SPSS

DESCRIPTIVOS

GLUCOSA
95% del intervalo de o . Varianza entre-
Minimo Maximo
Desv. Desv. confianza para la media componente
N Media o
Desviacion Error Limite Limite
inferior superior
Hidralisis &cida 3 3,1267 2,48325 1,43371 -3,0421 9,2954 12 5,68
Hidrdlisis enzimética 3 3,4033 2,73293 1,57786 -3,3857 10,1923 53 5,97
Total 6 3,2650 2,34033 ,95544 ,8090 5,7210 53 5,97
Efectos fijos 2,61108 1,06597 ,3054 6,2246
Modelo Efectos
1,06597% -10,2794% 16,8094 -2,23431
aleatorios

a. Advertencia: la varianza entre componente es negativa. Fue sustituida por 0,0 en el célculo de esta medida de efectos aleatorios.
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Tabla 5-13. Tabla ANOVA

Fuente: Autor, software SPSS

ANOVA
GLUCOSA
Suma de | Media F si
cuadrados g cuadratica g
Entre
,115 1 115 017 903
grupos
Dentro de
27,271 4 6,818
grupos
Total 27,386 5

La regla de decisidon indica que, si el valor calculado de F es menor que o igual
al valor critico de 7.709, la hipétesis nula se acepta. Puesto que 0.017 < 7.709, la
hipdtesis nula se acepta al nivel 0.05, en otras palabras, las diferencias en la cantidad
media de glucosa por los dos métodos se atribuyen al azar(muestreo). Desde un punto
de vista practico no puede, los niveles de glucosa obtenidos por los dos métodos son
iguales. No se puede definir una superioridad de uno u otro método, con base en los

niveles de glucosa obtenidos.

6 DISCUSION DE RESULTADOS

- En el andlisis fisico quimico de la materia prima se obtuvieron resultados muy
similares a los resultados de analisis realizados en otras investigaciones con la
cascarilla del arroz. Sin embargo, debido a que el porcentaje de humedad de la
cascarilla de arroz usada en el presente proceso era alto para poder utilizarse
directamente. Se sometid a un tiempo de secado de la muestra de 3 dias a 70°C

logrando disminuir su contenido de humedad de 14% a 7%.
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Para la obtencién de glucosa contenida en la celulosa que se extrajo en esta
investigacion, se utilizaron dos procesos de hidrdlisis. En la primera hidrolisis,
mediante la utilizacion de acido sulfurico (hidrolisis acida), se obtuvo glucosa de
las tres muestras sometidas a este proceso. Pero las cantidades de glucosa
obtenidas en cada una de estas muestras fueron inferiores en comparacion con
las otras tres muestras sometidas a una hidrolisis mediante el hongo trichoderma
risee (hidrdlisis enzimatica).

La fermentacion de la glucosa es exitosa siempre y cuando cualquier levadura se
desarrolle en un biorreactor entre 5 y 7 dias, ya que el mismo proporciona las
caracteristicas Optimas para realizar correcta y eficientemente su proceso de
fermentacion. En este caso, la levadura Saccharomyces cerevisiae es altamente
eficiente en la conversion de la glucosa en alcohol, ya que se logro fermentar
casi el 100% de la glucosa obtenida en cada una de las seis muestras.

El andlisis de varianza (ANOVA) realizado, se ha desarrollado la prueba de
hipotesis, el cual es un procedimiento basado en la evidencia muestral y en la
teoria de probabilidad, para determinar si existe o no diferencia significativa
entre la cantidad media de glucosa obtenida después de la hidrolisis enzimatica
en comparacién con la obtenida después de la hidrdlisis acida. Para ello se ha
desarrollado el procedimiento de cinco pasos sugerido por (Mason & Lind,

1992), el cual consta de los siguientes pasos:

1- Plantear las hipotesis nula y alternativa

2- Seleccionar un nivel de significacion

3- Identificar el estadistico de prueba

4- Formular una regla de decision

5- Tomar una muestra Yy llegar a una decision

Luego de definir la hipotesis nula y alternativa se defini6 que el nivel de
significacion adecuado para la prueba es de 5% como lo sugiere (Mason &

Lind, 1992) ya que el estudio realizado se asemeja a una investigacion de
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consumo, aunque si bien es cierto este parametro queda a criterio del
investigador. A continuacion, se ha definido el estadistico de prueba siendo el
mismo la distribucion F y la prueba ANOVA lo que permite formular la regla
de decision; como asistente para el desarrollo de los célculos se ha usado el
software estadistico IBM SPSS Statistics en la version 25. Al final del proceso
de prueba de hipdtesis se ha establecido que no existe diferencia marcada o
relevante entre los niveles de glucosa obtenidos por los dos métodos de

hidrdlisis aplicados.

Nombre Tipo Anchura | Decimales Etiqueta Valores Perdidos | Columnas| Alineacién Medida Rol
hidrolisis Numérico 1 0 {1, acida}...  Ninguno 8 = Derecha &b Nominal “ Entrada
glucosa Numérico 4 2 Ninguno Ninguno 8 = Derecha & Escala  Entrada

Figura 6.1. Vista de variables.

Fuente: Autor, Software SPSS

J &> hidrolisis | ¢ glucosa

1 72
1 298
1 5,68
2 53
2 3,71
2 5,97

Figura 6.2. Vista de datos.

Fuente: Autor, Software SPSS

7 CONCLUSIONES
- La cascarilla de arroz presentd en su composicién una humedad del 14%, un
contenido de cenizas del 20%, y un tamafio de grano de 1,40mm. Por lo que se
puede considerar idonea para el proceso de la obtencion de bioetanol. Sin
embargo, se requiere disminuir el porcentaje de humedad.
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El mayor rendimiento en azlcares reductores se presencid en la hidrolisis
enzimatica con un porcentaje de 85% frente a un porcentaje de 70% en la
hidrolisis &cida, estos dos procesos a una temperatura de 125°C y un tiempo de
retencion de 180 minutos. Por lo tanto, se concluye, que estos valores
caracteristicos son adecuados para que la hidrélisis enzimatica tenga resultados
més eficientes que la hidrolisis acida.

Para un mejor desarrollo de Saccharomyces cerevisiae se da en una temperatura
de 38 °C a 50°C manteniendo un pH entre 4,5-6 por siete dias en el biorreactor,
suministrando nutrientes como sulfato de amonio.

La utilizacion de la celulosa que contiene la cascarilla de arroz es un proceso
eficiente para la obtencion de alcohol, ya que esta celulosa contiene cantidades
significativas de glucosa. Esta glucosa puede ser obtenida mediante una
hidrolisis &cida y una hidrolisis enzimatica, y esta glucosas se puede fermentar
de forma exitosa mediante el empleo de Saccharomyces cerevisiae en un
biorreactor, dandonos como resultado de este proceso alcohol primario con

caracteristicas muy similares.

RECOMENDACIONES

Es recomendable activar previamente la levadura antes del proceso de
fermentacion a 30°C por 15 minutos; esto permitira que la levadura se adapte al
medio y el proceso de fermentacion sea en menor tiempo.

Todos los materiales utilizados en el proceso de fermentacion deben estar
previamente esterilizados para impedir la contaminacion de las muestras con

otros microrganismos que se pueden encontrar en el ambiente.
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Se aconseja realizar pruebas al alcohol obtenido utilizandolo en un motor y
efectuando mediciones de cantidad de CO2 emitdas a la atmosfera y
comparandolo con otro tipo de bio combustible comercial. Esto permitira
conocer si las emisiones generadas por el bioetanol obtenido resultan menos
contaminantes que las de los combustibles actuales.

Se recomienda realizar un analisis sobre la cantidad de bioetanol obtenido por
cada gramo de cascarilla de arroz utilizada en la investigacion, con el fin de
conocer cuanta cascarilla de arroz se debe emplear para obtener cierto volumen
de bioetanol.

Se aconseja realizar un andlisis de factibilidad de emplear este proceso de
obtencién de bioetanol a escala industrial, analizar cuales son sus ventajas desde
el punto de vista economico e industrial. Teniendo en cuenta que el proceso de
utilizacion de acidos y enzimas es costoso pero se estd resolviendo un probema
de acumulacion de residuos de agricultura que causan contaminacion al ser

tratados de forma incorrecta.
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10 ANEXOS

Figura 10.1. Anexo 1, pruebas de Fehling A y Fehling B.

Fuente: Autor
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Figura 10.2. Anexo 2, pruebas de Fehling Ay Fehling B.

Fuente: Autor
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