Efecto de la temperatura y concentracion de
H>SO4 y H3PO4 en la produccion de azucares
en el pretratamiento de rastrojos de maiz (Zea
mays)

Zaida Verenice Cevallos Chamorro
Elvia Alexandra Chariguaman Chiliquinga

Escuela Agricola Panamericana, Zamorano

Honduras
Noviembre, 2016



ZAMORANO
CARRERA DE AGROINDUSTRIA ALIMENTARIA

Efecto de la temperatura y concentracion de
H,SO4y H3PO4 en la produccion de azucares
en el pretratamiento de rastrojos de maiz (Zea
mays)

Proyecto especial de graduacion presentado como requisito parcial para optar
al titulo de Ingenieras de Agroindustria Alimentaria en el
Grado Académico de Licenciatura

Presentado por:

Zaida Verenice Cevallos Chamorro
Elvia Alexandra Chariguaman Chiliquinga

Zamorano, Honduras
Noviembre, 2016



Efecto de la temperatura y concentracion de H2SOsy H3POa en la produccion de
azucares en el pretratamiento de rastrojos de maiz (Zea mays)

Zaida Verenice Cevallos Chamorro
Elvia Alexandra Chariguaman Chiliquinga

Resumen: El estudio evaluo el efecto de las temperaturas (104, 109, 120, 131y 136 °C) y
concentraciones de acido sulfarico diluido (4.6, 5, 6, 7 y 7.4% v/v) en la produccion de
azucares durante el pretratamiento de rastrojos de maiz, utilizando la Metodologia
Superficie de Respuesta, se caracteriz6 el hidrolizado y se identificaron efectos esperados
sobre pH, ° Brix, porcentaje de glucosa, fructosa, galactosa y azlcares totales. Se usé un
Disefio Compuesto Central Rotacional con cuatro niveles factoriales, cuatro axiales y tres
puntos centrales. Se caracteriz6 el material en porcentaje de humedad, FAD, FND, LAD.
Se determiné que el pH incremento de 0.2 a 0.5 cuando se redujo la concentracion de acido
y la temperatura no tuvo efecto. Los ° Brix aumentaron de 6 a 16 al incrementar la
concentracion o reducirse la temperatura. El porcentaje de glucosa aumenté de 0.5 a 2.5%
al disminuir la concentracion y aumentar la temperatura. El porcentaje de galactosa
increment6 al aumentar la concentracion y disminuir la temperatura, de 16 a 24%. La
fructosa incremento6 de 1 a 3% al aumentar la temperatura o disminuir la concentracion.
Los azucares totales incrementaron de 18 a 28% al aumentar la concentracion y
temperatura. Se concluye que el modelo fue tendencioso para las variables dependientes;
sin embargo, la funcién de utilidad sugiere que aplicando a 130 °C y 4.58% v/v de H2SO4
se lograran resultados deseados del hidrolizado.

Palabras clave: Acido diluido, grados brix, lignocelulosa, pH.

Abstract: The study evaluated the effect of temperatures (104, 109, 120, 131 and 136 °C)
and diluted Sulphuric acid concentrations (4.6, 5.6.7 and 7.4% v/v) into the sugars
production, during the corn stover pretreatment, using the Response Surface Methodology,
the hydrolysate was characterized and identifying the expected effects in pH values, ° Brix,
glucose, fructose and percentage of total sugars. A Design Rotational Center Composition
was used and described by independent variables with four factorial levels, four axial levels
and three central points. The material was characterized as moisture percentage, ADF, NDF,
ADL. It was determined that the pH increased 0.2 to 0.5 while reduced the acid
concentration and the temperature has no effect. The Brix increased 6 to 16 when the acid
concentration increased or when the temperature is reduced. The percentage of glucose
increased 0.5 to 2.5% when the acid concentration decreased and temperature increased.
The percentage of galactose increased when the acid concentration increased and
temperature decreased in ranges of 16 to 24%. Fructose increased 1 to 3% when the
temperature increased or decreased the acid concentration. The total sugar increased 18 to
28% when concentration and temperature increased. It is concluded that this model has a
tendentious for all dependent variables; however, according to utility function it suggest
that applying 130 °C and 4.58% v/v of H2SOs, it will achieve desired results of hydrolysate
quality.

Key words: Brix levels, diluted acid, lignocellulose, pH.
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1. INTRODUCCION

El interés por la produccion de etanol a partir de residuos agroindustriales ha ido creciendo
a través del tiempo, ya que los combustibles fosiles son una fuente de energia no renovable
y a largo plazo no seré posible cubrir con la demanda mundial, ademas el impacto ambiental
que generan dichos combustibles promueve la adopcion de nuevas medidas para generar
energia renovable; se considera que el avance tecnoldgico mas importante a mediano plazo
es la produccion de bioetanol a partir de celulosa, esto implica una oportunidad de
desarrollo econdmico para los paises dedicados a la produccion agricola (I11CA 2007).

Debido a la composicién de los residuos lignoceluldsicos, estos se convierten en una
materia prima potencial para la generacion de productos de interés comercial y social (Saval
2012). El uso de biocombustibles de primera generacidn o convencionales, trae problemas
de seguridad alimentaria, por lo cual, se han establecido alternativas en la cuales se
considera el aprovechamiento de material lignocelulésico (Vifials 2012) para la produccion
de etanol de segunda generacién, como opcidn bioenergética.

Los biocombustibles de segunda generacion, son aquellos que se obtiene a partir de materia
prima no alimenticia, proveniente de cultivos enfocados a la alimentacion humana y animal,
sin competir con la produccion de alimentos (Cavieres 2008). EI material lignoceluldsico
es proveniente principalmente de restos de cosecha, siendo la materia prima principal, la
biomasa lignoceluldsica de maiz y cafia de azucar, ya que presentan en su estructura
polimeros, como celulosa, hemicelulosa y lignina, a partir de los cuales es posible obtener
azucares fermentables (IICA 2007). La produccion de bioetanol, se enfoca en la
fermentacion de glucosa obtenida a partir de fuentes de azlcares, por lo tanto, la etapa
retorica durante el proceso de obtencidon de bioetanol se centra en su pretratamiento e
hidrolisis, para promover la disponibilidad de los azlcares (Barroso 2010), para esto, el pre
tratamiento busca solubilizar la hemicelulosa, remover lignina y reducir la cristalinidad de
la celulosa presente en la estructura del material lignoceluldsico (Castillo 2014).

El pretratamiento del material a ser usado es considerado como un punto critico a tomar en
cuenta ya que esta etapa inicial determina la eficiencia de los microorganismos durante la
etapa de fermentacion (Nufiez 2011). A lo largo del tiempo se han desarrollado
investigaciones de diferentes procesos ya sean mecanicos, fisicos y biologicos, para
optimizar esta etapa de produccion, la hidrélisis con acido sulfarico diluido es el
pretratamiento mas comun en la industria para generar Bioetanol lignocelulésico (Guo et
al. 2008), durante este proceso se toman en cuenta factores influyentes como temperatura,
tiempo y concentracion de H>SOs, los cuales deben ser controlados para evitar la
produccién de compuestos tdxicos e inhibidores de la actividad bioldgica de los



microorganismo destinados para la fermentacion y posterior obtencion de etanol (Cara et
al. 2008).

El pretratamiento aplicado en el estudio busca promover el fraccionamiento del material
lignocelulosico (rastrojo de maiz), aplicando tratamiento mecanico de trituracion, el cual
reduce el tamafio de particula para exponer una mayor area superficial durante el
tratamiento quimico con acido sulfurico (H2SO4) diluido y promover la hidrdlisis acida,
reduciendo los carbohidratos complejos a aztcares simples disponibles (Cortinez 2010).

Esta investigacion consta de los siguientes objetivos:

e Determinar el efecto de la temperatura y concentracion de H2SOs H3zPOsen la
produccion de azlcares en el pretratamiento de rastrojos de maiz (Zea mays).

e Evaluar la hidrdlisis &cida del material lignocelulésico en diferentes concentraciones y
temperaturas.

e Optimizar el proceso de hidrdlisis para una posterior aplicacion en la obtencion de
bioetanol.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Analisis de Alimentos Zamorano
(LAAZ), de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, ubicado en el departamento
Francisco Morazan, Km 30 carretera Tegucigalpa a Danli, Honduras. El rastrojo de maiz
fue proporcionado por el departamento de Ciencia y Produccion Agropecuaria. ElI material
corresponde a un hibrido de la empresa Monsanto, cultivado en los campos de la
universidad.

Caracterizacion del rastrojo de maiz.

Determinacion de tamafo de particula para rastrojo entero y picado, molido y
pulverizado. Se determind el tamafio de particula del rastrojo entero y picado, para definir
si existe diferencia entre estas dos materias primas. Se emple6 el AOAC official method
965.22 sorting corn grits. Se pesaron 50 £ 0.1 g de la muestra mezclada. Se colocé la porcion
pesada en el tamiz inicial nimero 20 y se ensamblaron los demas tamices en el equipo (30,
40, 60, 100). Se agit6 por 5 min, se pesé cada molde con las particulas retenidas y se calculd
el peso en cada tamiz para determinar el tamafio de particula.

Posteriormente se pulverizaron todas las muestras de rastrojo entero y picado en el
pulverizador Cyclotec 1093 Sample mil para aumentar el area de contacto con los reactivos.
Seguido se homogenizé el rastrojo entero pulverizado y se peso.

Determinacion de humedad de rastrojo de maiz entero y picado. Para la determinacion
de humedad, se uso6 el Método AOAC 934.01. Se cortaron los tallos en tamafio de 10 y 15
cm de largo, se pesaron 3.06 kg de rastrojo entero y 0.67 kg de rastrojo picado en bandejas
de aluminio previamente secadas e identificadas, usando la balanza OHAUS Defende ™.
Las muestras se secaron en el horno DOPCO, modelo 630, durante 30 horas a 60 °C. Luego
se enfriaron a temperatura ambiente y se pesaron las bandejas mas las muestras secas en la
balanza Ohaus Heavy duty. Se determiné la humedad aparente del rastrojo de maiz con la
siguiente ecuacion:

(Peso bandeja + muestra seca) — (Peso bandeja vacia)
%Ha = |1 — , - , - x 100 [1]
(Peso bandeja + muestra himeda — (Peso bandeja vacia)

Donde:
% Ha = Porcentaje de humedad aparente.



Debido a que no se logré extraer toda la humedad a 60 °C, se trituraron las muestras de
los tallos secos utilizando el molino de laboratorio marca Thomas Wiley con diametro de
tamiz de 2 mm. Posteriormente con el pulverizador marca Cyclotec 1093 Sample mill, se
llegd a un tamafio de 1 mm de didmetro (Alonso 2009), esto para promover una mejor
digestibilidad durante la hidrdlisis, aumentando el area de contacto de material (Amor et al.
2008) Se determiné el contenido de humedad total, usando crisoles de ceramica
previamente secados a 105 °C y enfriados en el desecador, se repitio el proceso con la
balanza analitica Ohaus adventure. Se ajustdé el dato de la humedad con las siguientes
ecuaciones:

(Peso crisol + muestra seca) — (Peso crisol)
YoHms =1 - (Peso muestra) * 100 [2]
Donde:
% Hms = Porcentaje de humedad de muestra seca.
%H = %H (1+%Hms) 3]
= a
’ ’ 100

Donde:

% H = Porcentaje de humedad total.

% Ha = Porcentaje de humedad aparente.

% Hms = Porcentaje de humedad de la muestra seca.

Analisis fibra acido detergente con técnica de bolsa de filtro de alimentacion (For
A200, A2001). Se usd un marcador resistente a solventes para etiquetar la bolsa filtro, se
peso por duplicado y anoté como W1. Se pesaron 0.45 - 0.55 g de muestra preparada (W-)
directamente en la bolsa de filtro. Se sell6 a 4 mm del borde superior de la bolsa filtro con
un sellador de calor.

Se peso la bolsa en blanco (Ci1) para determinar el factor de correccion. Tres bolsas se
colocaron por bandeja y luego se apilaron las bandejas en el poste central con cada nivel.
El suspendedor con las bolsas se coloco dentro del recipiente analizador de fibras, ANKOM
TECHNOLOGY CORP. Se afiadieron 1500 mL de solucidon &cido detergente previamente
preparada. Se cerro la tapa y presiono el botdn calentar y agitar durante 60 min. La valvula
de drenaje se abrid lentamente al principio. Una vez que la solucion caliente se agot6 se
cerrd la valvula. Se abri¢ la tapa y se afiadieron 1900 mL de agua destilada de 70 - 90 °C.
Se cerr0 y presiono el agitar y calentar para realizar el enjuague durante 5 min. El enjuague
se realizo un total de tres veces, hasta que el pH del agua estuvo neutro. Completado el
enjuague se retiraron las muestras. Se presionaron suavemente para retirar el exceso de
agua. Se colocaron las bolsas en un beaker de 250 mL con acetona y se cubrieron las bolsas.
Se dejaron en remojo durante 3 - 5 min. Las bolsas se retiraron y se dejo evaporar la acetona.
Se secaron las bolsas en el horno Fisher Scientific 750 °F a 102 °C £ 2 de 2 - 4 horas. Se
enfrio a temperatura ambiente dentro de un desecador y se peso (Ws). Para determinar la
Fibra &cido detergente se utilizo la siguiente ecuacion:



(W3 —(W1xCD)

%FAD = W2

100 [4]

Donde:

W1= Peso de la bolsa (g)

W>=Peso de muestra (g)

W3= Peso seco de la bolsa con fibra después del proceso de extraccion (g)

C1= Correccion de la bolsa en blanco. (Peso final secado en horno / peso original)

Determinacion de lignina acido detergente en beakers por el Método ANKON
TECHNOLOGY 07/02. Después de hacer el analisis de fibra acido detergente, se
colocaron las bolsas secas en un beaker de 3 L y se agregd suficiente cantidad de acido
sulfurico al 72% para cubrir las bolsas. Se colocé un beaker de 2 L dentro del beaker de 3
L y se mantuvieron las bolsas sumergidas. Se agitaron las bolsas y en intervalos de 30 min
se presionaron 30 veces, sumergidas por un periodo total de 3 horas. Después se elimind el
acido sulfarico y se lavo con agua destilada caliente para remover todo el acido. Se repitid
el lavado hasta que el pH del agua estuvo neutro. Se sumergieron las bolsas en 250 mL de
acetona por 3 min para remover el agua. Se dej6 evaporar la acetona a temperatura ambiente
y se colocaron las muestras en el horno a 105 ° C por 4 horas. Se sacaron las bolsas del
horno y se pusieron en un desecador, se enfrio y pes6 (W3). Luego se colocaron en la mufla
a 525 °C por 3 horas en crisoles previamente secados, se dejo enfriar y se pesé (W4).
Finalmente se calcul la correccion de cenizas de la bolsa blanco (C1). Para determinar el
porcentaje de Lignina Acido Detergente (LAD), se aplicaron las siguientes ecuaciones:

(W3 — (W1 xC1)) ‘1

%LAD(base) = W2 00 [5]
(W3 — (W1 xC1))
%LAD(DM base) = ~—-—— 100 [6]
(W4 — (W1 x C2))
%LAD OM(DM base) = ~——o———= X 100 [7]
Donde:

W1 = Peso de la bolsa de tara

W2 = Peso de la muestra

W3 = Peso después del proceso de extraccién
W, = Peso de la materia organica

C1= Correccion de la bolsa blanco

C, = Correccion de ceniza blanco



Fibra neutro detergente con técnica de bolsa de filtro de alimentacion (For A200,
A2001). Para determinar Fibra Neutro Detergente (FND), se prepard una solucion con 30 g
Dodecil sulfato de sodio, 18.61 g de sal de Etilendiamina tetraacético disodio di hidratado,
6.81 g de Borato de sodio, 4.56 g de fosfato de sodio di basico anhidrido y 10 ml de
trietilenglicol en 1 L de agua destilada, luego se verifico el pH de 6.9 - 7.1, se agitd y calentd
para promover la dilucién.

Se us6 un marcador resistente a los solventes para etiquetar la bolsa filtro, se peso la bolsa
filtro (W1) y se taré la balanza, luego se pesaron 0.45 - 0.55 g de muestra preparada (W2)
directamente en la bolsa de filtro, por duplicado y se sell6 dejando 4 mm en la parte superior
de la bolsa. Se peso6 una bolsa en blanco y se incluyd en el procedimiento para determinar
el factor de correccién (C1), se colocaron las nueve bandejas dentro del equipo con tres
bolsas por bandeja y se agregd 1500 mL de solucion neutro detergente, se agreg6 20 g de
sulfito de sodio y 4 ml de alfa-amilasa a la solucion; se cerrd y se encendié el agitador y
calentador por un periodo de 75 min. Luego se apago y se abrio la valvula de drenaje para
descargar la solucion caliente, una vez descargado, se cerrd la valvula, se abri6 la tapa y se
agreg6 1900 mL de agua destilada (70 - 90 °C) y 4 mL de alfa-amilasa para el primero y
segundo lavado, luego se encendid la agitacion y calentamiento por 5 min con la tapa
cerrada, una vez terminado esto se descargo la solucion y se repitié el mismo procedimiento
de lavado por tres veces. Una vez completado el lavado, se retiraron las muestras y el exceso
de agua, se colocaron las bolsas en un beaker de 250 mL y se agrego suficiente acetona para
cubrir las bolsas durante 3-5 min, se removieron las bolsas de la acetona y se dejaron a
temperatura ambiente para evaporar la acetona residual. Posteriormente se colocaron las
muestras al horno a 102 £ 2 °C por 2 a 4 horas, se retiraron las bolsas del horno y se
colocaron en un desecador para dejarlas enfriar a temperatura ambiente y luego se pesaron
las bolsas (W3).

Para determinar el porcentaje de Fibra Neutro Detergente se aplicé la siguiente ecuacion:

ooNDF = W3~ WIXCD) 00 8
Donde:

W1: Peso de la bolsa (g)

W2: Peso de la muestra (g)

W3: Peso seco de la bolsa con fibra después del proceso de extraccion (g)

C1: Correccion de la bolsa del blanco (peso seco de la bolsa del blanco/ peso original de la
bolsa del blanco).

Para determinar Hemicelulosa, Celulosa y Lignina del rastrojo de maiz se empled las
siguientes ecuaciones:

% Hemicelulosa = %FND — %FAD [9]
% Celulosa = %FAD — %LAD [10]
% Lignina = %LAD [11]



FASE I:

Ensayos iniciales: Estos estudios se basaron en la revision de literaturas:

Acido fosférico.

o Estudio del efecto de tipo, concentracion de &cido y tiempo de digestion en hidrdlisis de camote
(Ipomoea batatas): donde el tratamiento dptimo para la digestién de forraje de camote fue el
acido fosforico al 2% p/v por 60 min a 80 °C (Alonso 2009).

e Ethanol production from sweet sorghum residual: la condicidn éptima de hidrdlisis con &cido
fosforico fue de 80 g/L (4.7% v/v) con tiempo de 80 min a 120 °C (Ban 2008).

Acido sulfarico.

e Efecto de la temperatura y la concentracion de H,SO. en la produccion de azlcares y 5
hidroximetilfurfural en el pretratamiento de bagazo de cafia de azucar: La solubilizacién total
de hemicelulosa y mayor rendimiento de azlcares fermentables se obtuvo con el pretratamiento
de 6% v/v a 120 °C por 120 min (Mazariegos 2013).

o Modelo cinético de la hidrdlisis del residuo de cosecha carfiero: el método eficaz para solubilizar
carbohidratos presentes fue la concentracién de acido a 1.5% p/p a 160 °C por 39 min (Aguilar
2010).

Pretratamiento con &cido diluido. Se pesé una muestra de 5.5 + 0.03 g de rastrojo entero
pulverizado en papel encerado y se colocé dentro de los tubos de digestor Kjeltec 8100 Foss
rotulados con la concentracion de acido a evaluar. Posteriormente se agregd la solucion del
acido con su respectiva dilucién en relacion 1:20 (Materia seca: solucién de &cido)
(Mazariegos 2013).

Los tubos se colocaron en el digestor Kjeltec 8100 Foss, donde se colocé el tiempo y
temperatura de acuerdo al pre tratamiento. Después de la hidrolisis térmica, se hizo un doble
filtrado del contenido de cada tubo utilizando un embudo, papel filtro, matraz erlenmeyer
de 250 mL y se anot6 el volumen del hidrolizado. En el cuadro 1 se describen los
pretratamientos.



Cuadro 1. Pretratamientos de hidrolisis dcida basada en revision de literatura.

Pretratamiento Concentracion %  Temperatura (°C)  Tiempo (min)
Acido Sulfdrico 6.0 v/v 120 120
) 1.5plp 160 39
Acido Fosforico 2.0 p/v 80 60

4.7 viv 120 80

Fuente: (Mazariegos 2013), (Aguilar 2010), (Alonso 2009) y (Ban 2008).

Determinacion cualitativa de azlcares reductores por el método de Somogyi Nelson.
Para determinacidon de azucares reductores se prepard un reactivo alcalino que consiste en
disolver 25 g de Na2COs, 25 g de KNaOsC4H4. 4H20; 20 g de NaHCO3 y 200 g de NazSOs,
en 700 mL de agua destilada y se llevo a un volumen de 1 L. Luego se disolvié 6 g de
CuSO4. 5H20 en 40 mL de agua destilada y se afiadié una gota de H2SO4 concentrado,
finalmente, se combinaron ambas soluciones. Para el reactivo de Nelson, se disolvi6 25 g
de (NH4)6Mo07024. 4H,0 en 450 mL de agua destilada y se afiadio 21 mL de H2SO4
concentrado, luego se agregd 3 g de NaoHAsOa. 7H;0, disuelto en 25 mL de agua. Se
mesclo e incubo a 37 °C por 24 horas, para formar el compuesto cromogénico. Para la curva
estandar de glucosa, se prepard una solucion de glucosa 100 ppm, se pesé 0.1 g de D-
Glucosa y se llevo a un volumen de 1 L con agua destilada. Luego se tomo con una pipeta
10, 20, 40, 60, 80 mL de solucion stock de glucosa en balones de 100 mL y se llevd hasta
dicho volumen con agua destilada, para formar las concentraciones respectivas en ppm de
glucosa. Una vez preparados todos los reactivos, se procedio a pipetear en tubos de ensayo
lo siguiente, 1 mL de agua destilada por cuadruplicado para el blanco, 1 mL de cada dilucion
por duplicado para la curva estandar de glucosa y 1 mL de la dilucion 10? de cada muestra
por duplicado, luego se agreg6 1 mL de reactivo alcalino a todos los tubos y se agité en el
vortex, se calentaron los tubos a 100 °C por 22 min y se enfriaron en un recipiente con agua,
se agregd 1 mL de reactivo de Nelson a todos los tubos y se agitaron, posteriormente se
leyeron las absorbancias del blanco, de la curva estandar y de las muestras en el
espectrofotometro Spectronic Genesys ™5, a una longitud de onda de 540 nm. El
porcentaje de glucosa se determind por la siguiente ecuacion:

[ppm Glucosa] x FD x 100

%Gl = 12
#oGlucosa Peso de muestra X 1076 [12]

Donde:
FD: Factor de dilucién

Determinacion de Brix y pH. Se midieron los °Brix y pH de cada hidrolizado, usando el
refractometro ATAGO Quality Refractometers/ Polarimeter y el medidor de pH Orion 3-
Star.



Disefio experimental. Para determinar el mejor tratamiento a partir de las pruebas
preliminares, se aplico una separacion de medias Tukey, a través del programa Statistical
Analysis System (SAS Version 9.4).

FASE I1:

Para evaluar las variables independientes, temperatura de hidrélisis y concentracién del
acido aplicado, se utilizd una metodologia experimental de superficie respuesta con un
disefio compuesto central rotacional (DCCR) de segundo orden con una probabilidad de
significancia del 10% (Cevallos 2015). Los parametros del proceso fueron codificados (-1,
0, 1) y se calcularon de acuerdo a la ecuacion:

xi=(Xi x Z Axi) [13]

Donde:

xi= Valor codificado de la variable xi

Xi= Valor real de la variable

Z= Valor real de la variable en el punto central

Axi = Valor del intervalo de la variable xi

Para el modelo se establecieron dos niveles de variables axiales, codificados como +a y —
o. Los valores para alfa, dependen del nimero factorial (F=2) y del nimero de variables
independientes (K=2) del disefio, definidos por la ecuacion:

+a=(F)1/4 = 2K)1/4 = (2 X 2)1/4 = 1.4142 [14]

El nimero de tratamientos para los ensayos, se basaron en un disefio factorial completo
definido por la ecuacién:

n = 2K+2k+m [15]
Donde:

Los tratamientos se describen en el cuadro 2.

Cuadro 2. Descripcion del disefio experimental.

Expresiones Cantidad de tratamientos Puntos

2K =22 4 Factoriales

2K = 2x2 4 Axiales

m 4 Centrales

Total 12 Unidades experimentales

Fuente: Cevallos 2015, adaptado por el autor.



En este estudio se considerd a los puntos axiales como tratamientos de control pues
representan los valores maximos y minimos para el procesamiento del material
lignocelulosico y obtencion de hidrolizado en este estudio.

La amplitud en el rango para las variables se determind con los resultados obtenidos de
ensayos iniciales tanto para temperatura y concentracion de &cido sulfarico, asi como de
literatura consultada. Para el analisis de los resultados en este estudio se determind el
comportamiento en cuanto a combinacion de variables independientes (XX) y variables
dependientes o respuestas (Yi), descrito por el método.

Cada respuesta se ajustd a través de un andlisis de regresion lineal con un polinomio
cuadratico con las variables (Xk) para cada respuesta (). El término general utilizado
para predecir el comportamiento de cada respuesta se describe en la ecuacion:

Yi = (Po + f1X1 + foXo + fr2XeXo + ,B11X12 + ﬁszzZ +¢) [16]

Donde:

Yi = Funcion respuesta.

Bo = Coeficiente relativo a la interpretacion con la respuesta en el eje.
X1y X2 = Valores de las variables independientes.

1y f2= coeficientes lineales estimados por el minimo cuadrado.
P11y B2o= Coeficientes para variables cuadréaticas.

P12 =Coeficiente de interaccion entre variables independientes

&= Error experimental

En el cuadro 3 se muestran los niveles codificados para los puntos centrales, factoriales y
axiales de las variables independientes.

Cuadro 3. Niveles codificados de las variables independientes del experimento.

Variables Niveles

-1.41 -1 0 1 +1.41
X1: Temperatura 104.00  109.00 120.00 131.00 136.00
X2: Concentracion 4.59 5.00 6.00 7.00 7.41

Fuente: Rodrigues y Lemma 2012, adaptado por los autores.

En el cuadro 4 se muestran los valores codificados y reales del disefio experimental
completo con dos variables independientes. Las variables dependientes que se evaluaron en
cada tratamiento fueron: pH, °Brix, Azlcares totales, Glucosa, Galactosa y Fructosa.
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Cuadro 4. Composicion del disefio experimental, valores codificados y reales para cada
tratamiento.

Tratamientos Valores Valores reales
codificados
X1 X2 Temperatura (°C) Concentracion (% v/v)

1 -1 -1 109 5.0
2 -1 1 109 7.0
3 1 -1 131 5.0
4 1 1 131 7.0
5 -1.41 0.00 104 6.0
6 1.41 0.00 136 6.0
7 0.00 -1.41 120 4.6
8 0.00 141 120 1.4
90 0 0 120 6.0
10© 0 0 120 6.0
11© 0 0 120 6.0

©: Punto central del experimento.
Fuente: Chariguaman 2015, adaptado por los autores.

Analisis estadistico. Para analizar las variables independientes codificadas y reales se
utilizo el programa Statistica version 7.0, a partir del cual se expresaron por completo las
variables independientes codificadas para determinar el analisis de varianza, coeficientes
de regresion y variables independientes reales usadas para la obtencion de las gréficas de
superficie respuesta aplicados para cada variable independiente. Para la interpretacién de
los datos y para que el modelo sea denominado predictivo se utiliz6 un R? mayor a 0.6 y
los modelos que presentaron un R? menor a 0.6 se consideraron tendenciosos (Chariguaman
2015).

Se hizo un analisis de prueba de varianza (ANOVA) empleando un F con 5% de nivel de
significancia, por lo que un modelo de regresion se considera significativo cuando el valor
de F calculado es mayor o igual que el F tabular, mientras mayor sea el F calculado el
modelo serd mas predictivo (Rodrigues y Lemma 2012).

En la figura 1 se detalla graficamente los niveles codificados de las variables independientes
tomadas en cuenta para el estudio, con los valores reales para cada tratamiento.
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(131, 7.0)
(+1, +1)

(120, 7.4)
(0, +a)

(136, 6.0)
(+a. 0)

(120. 6.0)
(0. 0)

(109, 7.0)

=
(131,5.0) 1 +1)

(+1,-1)

(120, 4.6)
(0. -a)

(104. 6.0)
(-a. 0)

(109, 5.0)
(-1. -1)
Figura 1. Niveles codificados del experimento. 1-4: Puntos factoriales, 5-8: Puntos axiales,
9: Punto central.
Fuente: Rodrigues y Lemma 2012, adaptado por los autores.

Pretratamiento de acido diluido en la Fase 1. Se pes6 una muestra de 5.5 g de materia
seca de rastrojo de maiz pulverizado y se coloco dentro en los tubos del digestor Kjeltec
8100 Foss rotulando cada tubo con su respectiva concentracion de acido sulfurico (5, 7,4.6,
7.4y 6 %). Luego se agrego la dilucion de acido sulfurico en relacion 1:20 (materia seca:
dilucidn). Los tubos se colocaron en el digestor durante 2 horas para todos los tratamientos.
A temperaturas de 109, 131, 104, 136 y 120 °C dependiendo del tratamiento.
Posteriormente se dejo enfriar por una hora, se filtrd tres veces utilizando un embudo, papel
filtro y un matraz Erlen meyer de 125 mL, registrando el volumen obtenido de cada
hidrolizado. Después se tomd 10 mL de hidrolizado con una pipeta volumétrica y se
neutralizd a pH 7.0 con solucién de hidréxido de sodio (NaOH) 1 N, se aforé en matraces
volumétricos de 100 mL con agua destilada y se refrigeré a 4 °C (Contreras 2011).

Determinacion de perfil de azucares reductores por HPLC con el método AOAC
982.14. El hidrolizado de rastrojo de maiz se acondicioné a temperatura ambiente de 24 °C
y se verificd el pH de 7. Luego se centrifugé cada muestra a 600 rpm por 4 minutos, se
inyecto cada muestra en los viales con una jeringa de 0.45 um PTEF, se colocaron en un
vial para muestras de 1.5 mL y se hicieron las lecturas en el HPLC. Las condiciones
cromatografias fueron: columna Hi- plex Ca 300 x 7.7 mm, volumen de 20 pL, temperatura
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de la columna 85 °C y fase movil H,O desionizada, velocidad de flujo 0.6 mL/min, tiempo
de corrida 30 minutos y detector IR (Contreras 2011). La cuantificacion se hizo
reemplazando el area bajo la curva (y) en la ecuacion de la curva de calibracion
correspondiente al compuesto, el resultado obtenido (x) en mg/mL de hidrolizado se
multiplico por el factor de dilucion para realizar la conversion a mg de azucar/g de materia
seca de rastrojo de maiz, se dividio entre 10 para convertir el resultado y reportarlo como g
de azucar/ 100g de rastrojo (Ixcotoyac 2013).

Determinacion de Brix y pH. Se midio los ° Brix usando un refractometro 6ptico RTM-
03 CCA0105 con escala de 0 - 32 a temperatura de 9.8 °C por triplicado y el pH usando un
medidor de pH Orion 3- Star tres veces.

FASE I111:

Tomando en cuenta las condiciones de temperatura y concentracion de H.SQOs, definidas
por la funcién de utilidad, se reprodujo el tratamiento éptimo por duplicado, hidrolizando
el rastrojo de maiz por dos horas y posteriormente se hizo un analisis de perfil de azucares
por HPLC vy se determinaron los valores de pH y °Brix, siguiendo la metodologia antes
descrita.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de materia prima.
Determinacion de tamafio de particula del rastrojo de maiz. En el cuadro 5 se presentan

los datos obtenidos en la determinacion de tamafio de particula del rastrojo de maiz entero
molido y entero pulverizado.

Cuadro 5. Determinacion de tamafio de particula de Rastrojo Entero molido y pulverizado.

Numero Tamafio Peso Rastrojo molido Rastrojo Pulverizado

de de tamiz  Pesotamiz  Muestra Pesotamiz = Muestra

Tamiz particula Q) + rastrojo retenida  + rastrojo retenida
(mm) )] () @) @)

20 0.85 390 440 50 420 30

30 0.60 370 370 0 380 10

40 0.42 360 360 0 360 0

60 0.25 340 340 0 340 0

100 0.15 320 320 0 320 0

Base - 360 360 0 360 0

Fuente: Cevallos y Chariguaman 2016, adaptado por los autores.

En el cuadro 6 se presenta la determinacion del tamafio de particula en rastrojo de maiz
picado molido y picado pulverizado.

Cuadro 6. Determinacion de tamafio de particula de rastrojo picado molido y pulverizado.

Numero Tamafio  Peso Rastrojo molido Rastrojo Pulverizado

de de tamiz  Pesotamiz Muestra Pesotamiz = Muestra

Tamiz particula (9) + rastrojo retenida  + rastrojo retenida
(mm) @) ) ) ©)

20 0.85 390 440 50 440 50

30 0.60 370 370 0 370 0

40 0.42 360 360 0 360 0

60 0.25 340 340 0 340 0

100 0.15 320 320 0 320 0

Base - 360 360 0 360 0

Fuente: Cevallos y Chariguaman 2016, adaptado por los autores.

De acuerdo con los datos obtenidos tanto para el cuadro 5 como para el 6, se determino que
el tamafio de particula tanto para rastrojo picado molido y entero molido, tuvo un tamafio
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de particula de 0.85 mm, sin registrar porcentaje de perdida en los demas tamices, sin
embargo, para el rastrojo entero y pulverizado se registr6 60% con tamarfio de particula de
0.85 mm y 20% con un tamario de particula de 0.60 mm, ademas se registré una pérdida
del 20% de la cantidad de materia prima inicial, entre tamices. Se seleccioné como materia
prima al rastrojo entero y pulverizado con un tamafo de particula de 0.85 mm, lo que
garantiza una mayor area superficial expuesta que facilita la hidrélisis de los préximos
tratamientos (Aguilar 2011).

Determinacion de humedad de rastrojo de maiz entero y picado. En el cuadro 7 se
observa el analisis de humedad del rastrojo de maiz. Se muestra que hay 10.28 y 10.97%
de humedad para rastrojo entero y rastrojo picado respectivamente, los resultados
coincidieron a los reportados por Mazariegos 2013, estudio en el que se determin6 10% de
humedad en el material lignocelulésico a tratar. Es importante tener en consideracion que
las caracteristicas de humedad total varian de acuerdo al tipo de material lignocelulosico,
la edad fisioldgica de la planta y las condiciones en las que crecid como tipo de suelo,
frecuencia de riego, incidencia de plagas entre otras (Alonso 2009).

Cuadro 7. Humedad del Rastrojo de maiz entero, pulverizado y maiz picado, pulverizado.

Materia Humedad (%) = D.E.
Rastrojo picado y pulverizado 10.90 £ 0.25
Rastrojo entero y pulverizado 10.29 £ 0.34

D.E.: Desviacion estandar
Fuente: Cevallos y Chariguaman 2016, adaptado por los autores.

Determinacion de porcentaje de FAD, FND, LAD, Hemicelulosa, Celulosa y Lignina.
En el cuadro 8 se muestran los analisis de FND, FAD y LAD. Se determino que el rastrojo
de maiz empleado contiene 47.74% celulosa, 19.77% hemicelulosa y 8.09% de lignina; los
resultados coincidieron a lo reportado por Mazariegos (2013) con 47.6% de celulosa en su
materia prima. Un estudio similar con bagazo de cafia reportd 19.48% de hemicelulosa y
8.7% lignina (Bernier y Rincon 2012). EIl Hage et al. (2010), obtuvo 45% celulosa, 25%
hemicelulosa y 27% lignina, estos resultados son parecidos a los reportados en este
documento, variando notablemente en el contenido de lignina. Es interesante resaltar que,
la diferencia de lignina se atribuye al tipo de biomasa y el estado de madurez de la misma
(Trevifio et al. 2011). Otros estudios que tomaron en cuenta la composicion estructural del
tallo del maiz reportaron que el material presenta 70.93% de FND y 44.52% de FAD
(Holgado et al. 2010), los mismos que se asemejan con los datos obtenidos en este estudio.
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Cuadro 8. Composicion quimica de Rastrojo de maiz.

Componente Porcentaje (%) + D.E.
FAD 55.84 + 0.55
FND 75.60 + 0.07
LAD 8.09£0.85
Hemicelulosa 19.77 £ 0.13
Celulosa 47.74 £0.99
Lignina 8.09£0.85

D.E.: Desviacion estandar
Fuente: Cevallos y Chariguaman 2016, adaptado por los autores.

Resultados de FASE 1. En el cuadro 9 se muestran los resultados para absorbancia. Se
determindé una P < 0.05 que indica diferencia significativa entre tratamientos, siendo el
mejor el H2S04 6% con 120 °C. El R? indica que el 72% de los resultados se ajustan al
modelo, considerando la concentracion del acido. Ademas, existe una variacion de C.V. =
41.01 en los tratamientos. En los resultados obtenidos se muestra que a mayor
concentracion de acido sulfurico, la absorbancia aumenta. En este estudio preliminar se
determind cual tratamiento presenta una mayor absorbancia en cuanto a Glucosa. Se
considera que la absorbancia de una solucién es directamente proporcional a la
concentracion de moléculas a estudiar, es decir que habra mayor interaccion de la luz a
medida que aumente la concentracion de las mismas (Diaz et al. 2006).

Cuadro 9. Andlisis de varianza de la absorbancia en cada tratamiento con acido sulfarico y
acido fosforico.

Tratamientos Absorbancia (nm) + D.E.
H2S04 6% 0.774 a

H2S04 1.5% 0.403 ab

H3PO4 2% 0.278 b

H3PO4 4.7% 0.250 b

CV.: 41.016

R2: 0.722

C.V.: Coeficiente de variacion

D.E.: Desviacion estandar

nm: nandémetros

Fuente: Cevallos y Chariguaman 2016, adaptado por los autores.

En el cuadro 10 se muestran los resultados para pH en donde se obtuvo una P < 0.05 que
indica diferencia significativa entre tratamientos. El mejor tratamiento fue HsPO4 2% p/v a
80 °C ya que presenta el mayor valor en pH, sin embargo, se selecciona el tratamiento
H»S04 al 6% porque presenta mayores valores en absorbancia y °Brix. El R? indica que
99% de los resultados se ajustan al modelo y tienen una correlacién alta negativa en base a
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concentracion de acido, indicando que a menor concentracion de 4cido mayor pH. Ademas
existe baja variacion entre las repeticiones de cada tratamiento (C.V. = 0.56).

Cuadro 10. Andlisis de varianza de pH en cada tratamiento con &cido sulfirico y acido
fosforico.

Tratamientos pH £ D.E.
H3PO4 2% 1.72 £0.004 a
H3PO4 4.7% 1.38+0.01 b
H2S04 1.5% 095+0.01 ¢
H2S04 6% 0.37£0.01 d
C.V. 0.56

R?: 0.99

C.V.: Coeficiente de variacion
D.E.: Desviacion estandar
Fuente: Cevallos y Chariguaman 2016, adaptado por los autores.

El pH de un &cido fuerte en funcion de la concentracién en soluciones diluidas sigue un
patrén, a menores concentraciones de acido aumenta el pH (Romero et al. 2005). El &cido
fosforico es débil en relacion al acido sulfurico que es un acido fuerte (U.A. s.f) lo que
implica que mientras mas fuerte es un acido el pH es bajo respecto al debil (Sanchez et al.
2013). El hidroximetilfurfural (HMF) es uno de los compuestos formados por la
degradacion de productos azucarados, particularmente por deshidratacion de la fructosa y
aparece en forma espontanea aumentando su concentracion en relacion al tiempo y otros
factores como la acidez del material, ademas se considera que a mayor acidez de la materia
mayor concentracion de HMF en funcion del tiempo. (Subovsky et al. 2012) mencionan
que por tal razon los resultados se centran en obtener un pH alto que minimice la produccion
de subproductos toxicos para la levadura (Kuster 1976).

Los resultados en el cuadro 11 para °Brix, muestran una P < 0.05 que indica diferencia
significativa entre tratamientos. El tratamiento seleccionado fue H.SO4 6% v/v a 120 °C ya
que muestra la mayor cantidad de sélidos totales. EI R? indica que 99% de los resultados
son explicados por el modelo y tienen alta correlacion en concentracion de acido con °Brix.
Los resultados muestran que a mayor concentracion de acido mayor valor de °Brix, ademas
existe baja variacion entre las repeticiones de un tratamiento (C.V.= 1.323). Lopatinsky
(2008) reporta 8 °Brix después del proceso de sacarificacion con enzimas a-amilasa,
aplicadas en almidén de maiz comparado con 9.85 ° Brix obtenidos en este estudio después
del pretratamiento con H2SO4 en rastrojo de maiz. En hojas de eucalipto Reyes et al. (2014)
reportaron valores bajos de 3.70 y 5.02 ° Brix obtenido por hidrolisis acida a 1% de H2SO4
por lo que se determina que la concentracion de acido influye en los valores para °Brix.
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Cuadro 11. Anlisis de varianza de ° Brix en cada tratamiento con acido sulfarico y acido
fosforico.

Tratamientos °Brix +D.E
H>S04 6% 9.85+0.05a
HsPO4 4.7% 3.97+0.04 b
H>S04 1.5% 225+0.05 ¢
H3PO4 2% 155+005 d
C.V.: 1.32

RZ: 0.99

C.V.: Coeficiente de variacion
D.E.: Desviacion estandar
Fuente: Cevallos y Chariguaman 2016, adaptado por los autores.

Resultados obtenidos en FASE I1I:

pH del hidrolizado. El pH aumentd a medida que se reduce el porcentaje de concentracion
de &cido sulfurico, sin embargo la temperatura durante el procesamiento no tuvo efecto en
la variacion de este parametro (figura 2).

La variable cuadréatica de concentracion fue significativa a una P < 0.10 en el cuadro 12,
demostrando un efecto de disminucion del valor de pH a medida que aumenta la
concentracion de acido sulfurico. La variable de temperatura no tuvo influencia sobre el
valor de pH, con una P > 0.10. La interaccidn entre ambas variables fue significativa a una
P < 0.10, lo que indica que la distribucion de valores de una de las dos variables difiere en
funcion de los valores de la otra (Molina y Rodrigo 2010). El coeficiente de determinacion
R?, esta sobre 0.60, demostrando que 75.8% de los datos se ajustaron al modelo y 24.2%
no fueron explicados mediante el analisis. La falta de ajuste fue significativa con un P <
0.10 y el F calculado fue mayor al F tabular, por lo tanto, el modelo presentd un
comportamiento tendencioso.
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Cuadro 12. Coeficientes de regresion, probabilidad, valores F y R? para pH, en funcion de
la temperatura y concentracion de H>SOs, durante el pretratamiento de material

lignocelulosico.

Factor pH p
Intercepto 5.23E-01 7.70E-O4e
X1 4.84E-03 6.41E-01
X2 2.08E-03 8.62E-01
X2 -1.09E-01 6.64E-03e
X2 -4.04E-02 6.23E-02e
X1*X2 -6.75E-02 3.30E-02e
Falta de ajuste 4.79E-02e
R? 0.75813

F calculado> F tabular 72.155>4.01

X1: Temperatura (°C), X2: Concentracion de H.SOg, e: Significativo para una P<0.10

La siguiente ecuacién matematica representa el pH, basado en los resultados significativos

del cuadro 12.

pH=0.52-0.11X>- 0.04 X2?- 0.07 X1*X

[17]

Figura 2. Efecto de concentracion de acido y temperatura el pH del hidrolizado de rastrojo

de maiz.
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El grafico de superficie respuesta de la figura 2 para pH, se hizo basado en la ecuacion 17.
Se observa una relacion inversamente proporcional, a medida que disminuye la
concentracion de acido sulfurico (H2SO4) aumenta el valor de pH, alcanzando valores de
0.50 a 0.58 aproximadamente, bajo condiciones determinadas de concentracion. En un
estudio de optimizacion del pretratamiento acido para la obtencién de azucares
fermentables para produccion de bioetanol no se reporta el valor de pH y se ajusta a 4.8
con buffer acetato de sodio, se considera que se obtuvo un valor superior al nuestro y se
atribuye a la concentracion de acido empleado de 0.3% H2SO4 (Dagnino et al. 2012). Reyes
et al. (2014) con 1% H2>SOg4, reportd un pH de 2.31 para el hidrolizado de hojas de
Eucalyptus camaldulensis Dhnh a una temperatura de 37 °C, aplicando ultrasonido.

En el pretratamiento de material lignocelulésico no solo se obtienen los azucares
provenientes de la hidrélisis y solubilizacion de la celulosa y hemicelulosa. Las altas
temperaturas y condiciones acidas originan otros compuestos como: derivados de furanos,
acidos alifaticos y derivados fendlicos (Pampulha y Diaz 1989) que son potenciales
inhibidores de la fermentacion. La naturaleza y concentracién de estos compuestos depende
del tipo de materia prima, pretratamiento utilizado, condiciones del proceso (temperatura)
(Pulido et al. 2013). Era de esperar que los resultados del hidrolizado arrojaran pH bajos de
la fraccion liquida obtenida tras el pretratamiento pues éste depende de la composicion de
lignocelulosa que varia entre las especies de plantas, edad y etapa de crecimiento (Jeffries
1994). Por ejemplo, los hidrolizados procedentes del pretratamiento de maderas duras
tienen mayor concentracion de furfural y acido acético que un hidrolizado obtenido de
maderas blandas, debido al contenido mayor en pentosas y restos acetilados de
hemicelulosas en maderas duras (Pulido et al. 2013). Kuster et al.(1976) reporta que a un
pH >3.9 no se forma hidroximetilfurfural (HMF) y un pH >2.7 no forma &cido levunilico,
concluyendo que valores altos disminuyen la formacion de HMF.

Grados Brix. Los grados Brix aumentaron a medida que aumentd la concentracion de
acido sulfurico, ademas la disminucion en temperatura promueve el aumento de grados brix
(figura 3).

La variable lineal y cuadratica de concentracion fue significativaa unaP <0.10 en el cuadro
13, demostrando un efecto de aumento en los grados Brix a medida que aumenta la
concentracion de acido sulfurico. La variable lineal y cuadratica de temperatura fue
significativa a una P < 0.10, determinado que a medida que se reduce la temperatura los
grados Brix aumentan pero en minima proporcion en comparacion a la influencia de la
concentracion sobre los valores de esta variable dependiente. La interaccion entre ambas
variables fue significativa a una P < 0.10, lo cual indica que la variacion en el valor de una
de las dos variables afecta en los valores de la otra (Molina y Rodrigo 2010). El coeficiente
de determinacion R?, esta sobre 0.60, demostrando que 71% de los datos se ajustaron al
modelo y 29% no fueron explicados mediante este analisis. La falta de ajuste fue
significativa con un P <0.10 y el F calculado fue mayor al F tabular, por lo tanto, el modelo
presento un comportamiento tendencioso.
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Cuadro 13. Coeficientes de regresion, probabilidad, valores F y R? para ° Brix, en funcion
de la temperatura y concentracion de H2SO4, durante el pretratamiento de material
lignocelulosico.

Factor °Brix p
Intercepto 9.80E+00 3.47E-05e
X1 -3.68E-01 9.09E-03e
Xq? -4.38E-01 9.13E-03e
Xo 1.87E+00 3.59E-04e
X322 8.88E-01 2.24E-03e
X1*X2 4.75E-01 1.09E-02e
Falta de ajuste 1.96E-03
R? 0.70913

F calculado> F tabular 632.83> 9.37

X1: Temperatura (°C), X2: Concentracion de H.SOg, e: Significativo para una P<0.10

La siguiente ecuacion matematica representa los ° Brix, basado en los resultados
significativos del cuadro 13.

°Brix = 9.80-0.37X1-0.44X1%+1.87 X+ 0.89 X2%+ 0.48X1*X> [18]

Figura 3. Efecto de temperatura y concentracion de acido sobre los °Brix del hidrolizado de
rastrojo de maiz.

El grafico de superficie respuesta de la figura 3 para los grados brix se hizo con la ecuacion
18. Esta muestra una relacion directamente proporcional, ya que a medida que aumenta la
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concentracion de &cido sulfurico (H2SO4) aumentan los grados Brix alcanzando valores
entre 16 a 17 con incremento de temperatura hasta 120-125 °C aproximadamente. La
medicion de °Brix es un buen estimador del contenido de azucares presentes, ya que
representa mas del 90% de materia soluble en el hidrolizado. Mayor concentracion de acido
diluido solubiliza la hemicelulosa facilitando la conversion del sustrato en azucares
fermentables como glucosa o fructosa (Chandler et al. 2012), a comparacién de los grados
brix de la materia prima después del pretratamiento, en donde su valor aumenta. Esto
coincide con Reyes et al. (2014) quien report6 un incremento de 4 a 5.02 °Brix después del
pretratamiento con acido sulfurico al 1% y 120 °C.

Sin embargo, el valor es bajo respecto a los resultados reportados en este estudio a causa de
la concentracion de acido. Jacques et al. (2003) expone que elevados grados brix en
soluciones impiden la fermentacion de azulcares por los microorganismos debido a la alta
presion osmatica ejercida sobre sus paredes por lo que es necesario la dilucion a 25 grados
brix 0 menores pues a mayores valores se tiene un inicio lento de la fermentacion y puede
provocar contaminacién bacteriana. La levadura Saccharomyces cereviciae presenta una
tolerancia a los sélidos totales de 24 grados brix (Tames et al. 2015). Por esta razén es
necesario °Brix bajo de 25 lo que hace efectivo el pretratamiento quimico empleado.

Glucosa. El porcentaje de glucosa aumenté en relacion a la disminucion de la concentracion
de acido sulfurico a altas temperaturas, sin embargo, a altas concentraciones el efecto de la
temperatura sobre la glucosa es indiferente (figura 4).

La variable lineal y cuadréatica de concentracion fue significativa a una P < 0.10 mostrada
en el cuadro 14, demostrando un efecto de aumento de glucosa a medida que disminuye la
concentracion de acido sulfarico. La variable lineal de temperatura fue significativa a una
P <0.10, determinando que a medida que se aumento la temperatura, aumenté el porcentaje
de glucosa. La interaccion entre ambas variables fue significativa a una P < 0.10, lo cual
indica que la variacion en el valor de una de las dos variables afecta en los valores de la
otra. El coeficiente de determinacion R?, esta bajo de 0.60, demostrando que 32% de los
datos se ajustaron al modelo y 68% no fueron explicados mediante este analisis. La falta de
ajuste fue significativa con un P <0.10 y el F calculado fue mayor al F tabular, por lo tanto,
el modelo presentd un comportamiento tendencioso.
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Cuadro 14. Coeficientes de regresion, probabilidad, valores F y R? para porcentaje de
glucosa, en funcion de la temperatura y concentracion de H2SOa, durante el pretratamiento
de material lignocelulosico.

Factor Glucosa p
Intercepto 5.93E-01 1.54E-03e
X1 1.74E-01 6.69E-03e
X2 1.90E-02 3.81E-01
X2 -2.46E-01 3.35E-03e
X2 2.41E-01 4.92E-03e
X1*X2 -8.00E-02 5.83E-02e
Falta de ajuste 2.07E-03e
R? 0.31694

F calculado> F tabular

278.93> 5.27

X1: Temperatura (°C), X2: Concentracion de H.SOg, e: Significativo para una P<0.10

La siguiente ecuacién matematica representa el porcentaje de glucosa, basado en los
resultados significativos del cuadro 14.

Glucosa = 0.59 + 0.17X1- 0.25X2 + 0.24 X22 — 0.08X1*X> [19]

|-
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Figura 4. Efecto de concentracion y temperatura sobre el porcentaje de glucosa obtenido
del hidrolizado de rastrojo de maiz.
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El grafico de superficie respuesta de la figura 4 para glucosa, se hizo a partir de la ecuacion
19 y muestra una relacion inversamente proporcional, a medida que disminuye la
concentracion de cido sulfurico (H.SO4) aumenta el porcentaje de Glucosa. La temperatura
es una variable importante en la obtencion del azlcar. Incremento en ésta eleva el porcentaje
de glucosa. Obteniendo valores de 0.5 a 2.7 %. En el estudio cinético de sacarificacion de
rastrojo de maiz usando &cido sulfirico se observa la tendencia, al disminuir temperatura y
aumentar concentracion de acido produce alto porcentaje de glucosa, los resultados
reportados concuerdan con (Bhandari et al. 1983), quienes reportan que un disminucion de
temperatura (220 a 197 °C) y aumento en concentracion (0.92 a 1.47% vl/v), provoca
descenso en glucosa de 0.24 a 0.14%. Estos valores son bajos en relacién a los obtenidos
por perfil de azlcares en este estudio (2.5 a 0.5%). La razon del evento observado puede
atribuirse que la maxima produccion de glucosa se da a 150 °C por 2 horas después empieza
a descender, ya que su tasa de degradacion en compuestos inhibitorios aumenta (Ixcotoyac
2013). Church y Wooldridge (1981) obtuvieron menor porcentaje en glucosa a una
concentracion de 4% de H2SOs, esto se asemeja con los resultados obtenidos, ademas,
aplicando una temperatura de 193 °C e incrementando la concentracion de &cido de 1 a
1.5%, se obtuvo el méximo valor de porcentaje en azucar luego descendié gradualmente
resultando en un bajo porcentaje de glucosa a 2% de acido, esto se atribuye a altas
temperaturas y tiempos cortos empleados en los pretratamientos.

Galactosa. El porcentaje de galactosa aumenta a medida que disminuye la temperatura y
concentracion de acido sulfurico (figura 5).

La variable lineal y cuadratica de concentracion fue significativa a una P < 0.10 (cuadro
15), demostrando un efecto de aumento en el porcentaje de galactosa a medida que aumenta
la concentracion de &cido sulfurico. La variable lineal y cuadratica de temperatura fue
significativa a una P < 0.10, determinado que a medida que aumentd la temperatura el
porcentaje de galactosa aumento. La interaccion entre ambas variables fue significativa a
una P < 0.10, lo cual indica que la variacion en el valor de una de las dos variables
independientes afecta en los valores de la otra. El coeficiente de determinacion R? esta bajo
de 0.60, demostrando que 16% de los datos se ajustaron al modelo y 84% no fueron
explicados mediante este modelo. La falta de ajuste fue significativaconun P <0.10yel F
calculado fue mayor al F tabular, por lo tanto, el modelo presentd un comportamiento
tendencioso.
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Cuadro 15. Coeficientes de regresion, probabilidad, valores F y R? para porcentaje de
galactosa, en funcion de la temperatura y concentracion de H.SQOs, durante el pretratamiento
de material lignocelulosico.

Factor Galactosa p
Intercepto 1.58E+01 1.04E-04e
X1 5.80E-01 2.78E-02e
X712 7.03E-01 2.68E-02e
X2 1.05E+00 8.69E-03e
X2 5.38E-01 4.45E-02e
X1*X2 -7.85E-01 3.02E-02¢
Falta de ajuste 2.56E-03e
R? 0.16045

F calculado> F tabular 175.92> 9.37

X1: Temperatura (°C), X2: Concentracion de H.SOg, e: Significativo para una P<0.10

La siguiente ecuacion matematica representa el porcentaje de galactosa, basado en los
resultados significativos del cuadro 15.

Galactosa = 15.82 + 0.58X1- 0.70X1%+ 1.05X2 + 0.54X5? — 0.79X1*X> [20]

(o/0y RIS

Figura 5. Efecto de concentracion de acido y temperatura en el porcentaje de galactosa
obtenido del hidrolizado de rastrojo de maiz.
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El grafico de superficie respuesta de la figura 5 para porcentaje de galactosa, se hizo
tomando en cuenta la ecuacion 20, se observa que el incremento en la concentracion de
acido sulfurico (H2SOg4) y la disminucion de temperatura, aumentan el porcentaje de
galactosa, alcanzando un valor de 24%. Ademas, muestra que con baja concentracion de
acido y alta temperatura se obtiene un porcentaje de azucar considerable de 22%. Este
comportamiento concuerda con el estudio realizado por Ixcotoyac (2013) y muestra que el
aumento de concentracion (5 y 10% H2SO4) y temperatura (120 y 150 °C) en cada
tratamiento genera mayor cantidad de galactosa (7.72 — 11.32 g /100g M.S.).

Sin embargo, estos valores no concuerdan con los obtenidos en este estudio, pues se trabaja
con diferente tipo de material lignocelulosico. Las coniferas presentan ramificaciones de
galactosa en su estructura lo que justifica su presencia, ademas la diferencia se atribuye al
porcentaje del polimero hemicelulosa identificado en el rastrojo de maiz con un valor de
19.7% a comparacion de 15.2% en Pinus spp, esto se traduce en mayor cantidad de
galactosa después del pretratamiento bajo condiciones similares en pretratamiento para
rastrojo de maiz; ademas se considera que el extracto de los tallos de maiz esta formado en
su mayoria por: glucosa, sacarosa y fructosa (Moreno 2014). Esto se debe a que el maiz es
una planta angiosperma la cual presenta galactosa como monosacérido principal (Barroso
2010). La hemicelulosa estd formada por mondmeros unidos por enlaces B 1-4
(principalmente xilosa, arabinosa, galactosa, manosa glucosa), que forman una cadena
lineal ramificada destacandose en su mayoria por la presencia de azucares simples como
glucosa xilosa, galactosa y fructosa (Cortinez 2010).

Fructosa. El porcentaje de fructosa aumenta a medida que disminuye la concentracion de
acido sulfurico, ademas el aumento en temperatura promueve el aumento del porcentaje de
fructosa (figura 6).

La variable lineal y cuadratica de concentracion fue significativa a una P < 0.10 (cuadro
16), demostrando una relacion inversamente proporcional, ya que a medida que disminuyd
la concentracion de acido sulfurico, aumenté el porcentaje de fructosa. La variable
cuadratica de temperatura fue significativa a una P < 0.10, determinando que a medida que
se aumenta la temperatura el porcentaje de fructosa aumenta pero en minima proporcion en
comparacion a la influencia de la concentracion del acido sobre los valores de esta variable
dependiente. La interaccion entre ambas variables fue significativa a una P < 0.10, lo cual
indica que la variacion en el valor de una de las dos variables afecta en los valores de la
otra. El coeficiente de determinacion R? esta sobre 0.60, demostrando que 79% de los datos
se ajustaron al modelo y 21% no fueron explicados mediante este analisis. La falta de ajuste
fue significativa con un P < 0.10 y el F calculado fue mayor al F tabular, por lo tanto, el
modelo presentd un comportamiento tendencioso.
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Cuadro 16. Coeficientes de regresion, probabilidad, valores F y R? para porcentaje de
fructosa, en funcién de la temperatura y concentracion de H2SOs, durante el pretratamiento
de material lignocelulosico.

Factor Fructosa p
Intercepto 1.10E+00 1.07E-03e
X1 5.92E-02 1.15E-01
X2 4.56E-01 3.31E-03e
Xo -2.46E-01 7.93E-03e
X2? 3.63E-01 5.20E-03e
X1*X2 3.65E-01 7.24E-03e
Falta de ajuste 1.69E-02e
R? 0.78664

F calculado> F tabular 43.22>5.27

Xi1: Temperatura (°C), X2: Concentracion de H2SOg, e: Significativo para una P<0.10

La siguiente ecuacion matematica representa el porcentaje de fructosa, basado en los
resultados significativos del cuadro 16.

Fructosa = 1.10 + 0.46X12- 0.25X; + 0.36X2%+ 0.37X1*X> [21]

(6/0) RROPSE

Figura 6. Efecto de la temperatura y concentracion de acido sobre el porcentaje de fructosa
obtenido del hidrolizado de rastrojo de maiz.
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El grafico de superficie respuesta de la figura 6 para fructosa se desarrollé tomando en
cuenta la ecuacion 21. La fructosa es una hexosa que se localiza en la hemicelulosa de los
tallos de plantas su cantidad varia de acuerdo a la variedad y edad fisiologica del cultivo,
ademas la pared celular de las plantas esta formada por lignocelulosa, su composicion y
porcentajes de polimeros varia entre especies de plantas, incluso edad fisioldgica y etapa de
crecimiento (Jeffries 1994). De acuerdo a estudios se ha identificado que el tallo de la cafia
presenta 2% de fructosa en su composicion, dato que concuerda con este estudio y se reporta
valores desde 1 hasta 3% de fructosa cuando la temperatura aumenta o la concentracion
disminuye. En el estudio del rendimiento de cultivo de cafia de azlcar se obtiene azucares
fermentables como: 44% sacarosa, 3% Glucosa, 2% fructosa y 2% de almidon (Gracia
2009). Montoya y Quintero (2005), reportan en su estudio 0.6% de fructosa en cafia de
azUcar, tales resultados se atribuyen a que no hay aplicacion de un pretratamiento con acido
diluido cuyo principio se basa en la solubilizacion de la hemicelulosa en monémeros de
carbohidratos més féciles de fermentar (Cortinez 2010).

Las hexosas como fructosa se degradan en hidroximetilfurfural (HMF) a temperaturas altas
(180 °C). Una mayor cantidad de HMF presenta menor pH y mayor concentracion de acido
sulfurico en el hidrolizado, por consiguiente a menor concentracion de acido existira mayor
cantidad de fructosa y menor hidroximetilfurfural (Fachri et al. 2015). La relacion de
temperatura y fructosa puede sufrir transformaciones al igual que la glucosa, debido a
reacciones dependientes que existe con ella (Fajardo y Sarmiento 2007). Castro (1993) en
el estudio de melaza de cafia como sustrato de fermentacion acetobutilica, indica que el
contenido de glucosa y fructosa puede variar por causa de la hidrdlisis de la sacarosa a
valores de pH acido y temperaturas altas.

De acuerdo a estudios aplicando hidrolisis &cida y caracterizacion de carbohidratos de pulpa
de café se obtiene que un incremento en la concentracion de acido sulfarico (0.5 — 2% p/v)
disminuye el porcentaje de fructosa (1,98 — 1.65), resultados que concuerdan con este
estudio (3- 1% de Fructosa) (Urbaneja et al. 1997). En el estudio de Hidrdlisis acida de
sustratos residuales agroindustriales en Colombia, se concluye de que a medida que
aumenta la temperatura, aumenta el porcentaje de fructosa y reporta que a 4% v/v de acido
sulfarico y a temperatura de 100 °C, se obtiene 16.28% de azucares reductores expresados
en glucosa y fructosa (Fonseca y Oviedo 2006).

Azucares totales. El porcentaje de azlcares totales aumentd a medida que incremento la
concentracion de &cido sulfurico y la temperatura (figura 7).

Las variables lineal y cuadratica de concentracion fueron significativas a una P < 0.10
(cuadro 17), demostrando que a medida que aumenté la concentracion de &cido sulfurico
aumento el porcentaje de azucares totales identificados en el estudio. Las variables lineal y
cuadratica de temperatura fueron significativas a una P < 0.10, determinado que a medida
que aumento la temperatura el porcentaje de azlcares totales aumentaron. La interaccion
entre ambas variables no fue significativa con una P > 0.10. El coeficiente de determinacion
R? est4 bajo de 0.60, demostrando que 15% de los datos se ajustaron al modelo y 85% no
fueron explicados mediante este analisis. La falta de ajuste fue significativa con un P <0.10
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y el F calculado fue mayor al F tabular, por lo tanto, el modelo present6 un comportamiento
tendencioso.

Cuadro 17. Coeficientes de regresion, probabilidad, valores F y R? para porcentaje de

azUcares totales, en funcion de la temperatura y concentracion de HzSOa, durante el
pretratamiento de material lignocelulosico.

Factor AzUcares Totales p
Intercepto 1.75E+01 1.33E-04e
X1 8.12E-01 2.24E-02e
X412 1.18E+00 1.52E-02e
X2 5.57E-01 4.59E-02¢
X2? 1.14E+00 1.62E-02e
X1*X2 -4.93E-01 1.06E-01
Falta de ajuste 3.19E-03e
R? 0.15124

F calculado> F tabular

48.50> 5.27
X1: Temperatura (°C), X2: Concentracion de H.SOg, e: Significativo para una P<0.10

La siguiente ecuacion matematica representa el porcentaje de azUcares totales, basado en
los resultados significativos del cuadro 17.

Az(cares totales = 17.52 + 0.81X1+ 1.18X1%+ 0.56X, + 1.14 X»? [22]
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Figura 7. Efecto de concentracion de acido y temperatura sobre el porcentaje de azUcares
totales obtenido del hidrolizado de rastrojo de maiz.
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El grafico de superficie respuesta de la figura 7 para azUcares totales, se hizo basado en la
ecuacién 22. Se observa que a medida que aumentd la concentracion de acido sulfarico
(H2SOg4) y temperatura, aumento el valor de azucares totales, alcanzando valores entre 18 a
28%. Esta tendencia concuerda con los estudios realizados por Mazariegos (2013) e
Ixcotoyac (2013) quienes evaluaron el efecto de temperatura y concentracion de H.SO4 en
produccion de azlcares con bagazo de cafia y aserrin de Pinus spp. respectivamente y
concluyeron que mayor concentracion de acido y temperatura se genera mayor porcentaje
de azlcares totales, usando concentraciones de (6-12% H2SO4; 120 y 150 °C) y (5-10%
H>S04; 120 y 150 °C), obtiene valores de 41.1 'y 21.67%. Los valores en azlcares totales no
coinciden con lo reportado por este estudio debido al material lignoceluldsico empleado y
a la concentracion aplicada en el pretratamiento, sin embargo se obtiene un porcentaje de
70% en contraste con la cantidad de azUcares totales obtenidos con bagazo cafia. En los
azucares totales con aserrin de Pinus spp al aplicar concentracion de 10% de acido sulfarico
y 150 °C se obtiene 21.67% de azUcares totales. Estos resultados concuerdan con este
estudio, debido a que en bagazo de cafa el porcentaje de azucares reductores serd mayor
que en rastrojo de maiz y pino por la composicion estructural del material (Jefries 1994).
Chandler et al. (2012) en su estudio usando bagazo de cafia determina que existe una
relacion directamente proporcional entre temperatura y obtencion de azucares reductores al
aplicar temperaturas entre 100-160 °C se obtiene 1.51 a 11.05% de azlcares reductores.
Ademas de acuerdo a un estudio enfocado en la obtencidn de azlcares fermentables a partir
de bagazo de cafia de azGcar mediante hidrolisis acida diluida en dos etapas menciona que
la mayor produccion de azlcares reductores se da a temperaturas de 100 a 140 °C, sin
embargo a mayor temperatura el comportamiento se invierte (Villalobos 2012).

Funcion de Utilidad. Al evaluarse méas de una variable dependiente, surge el interés por
identificar los valores optimos de las variables independientes para ser aplicados durante la
operacion lo cual garantice la optimizacion de las respuestas dentro de un rango deseable,
cumpliendo asi las especificaciones para las variables dependientes (Calado y Montgomery
2003).
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Figura 8. Funcion de utilidad para la optimizacion del pretratamiento con &cido diluido
para rastrojos de maiz.

Para determinar la funcién de utilidad, se utilizé un procedimiento de optimizacion con
restriccion. Se considero valores de 1 para las respuestas deseadas y 0 para las no deseadas,
como se muestra en la figura 8, seleccionado a través de la funcion de utilidad las variables
dependientes maximizando asi los resultados deseables en el estudio. Para dicha funcion de
utilidad se consideraron las siguientes variables dependientes: pH, °Brix, % de AzUcares
totales, Glucosa, Galactosa y Fructosa, ya que se han considerado como las de mayor
importancia al someter a un pretratamiento al material lignocelulésico destinado para la
obtencion de bioetanol.
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Figura 9. Efecto de la concentracion y temperatura sobre los resultados deseables en el
hidrolizado obtenido a partir del pretratamiento de rastrojos de maiz con &cido sulfdrico

La figura 9 muestra la optimizacion de las variables independientes dentro del rango
propuesto; temperatura: 104-136 °C y concentracion de acido sulfarico: 4.6 — 7% vi/v.

Cuadro 18. Composicion quimica del hidrolizado obtenido en condiciones Optimas.
Muestra pHx °Brix Glucosa Galactosa Fructosa AzUcares
D.E. +  (%)+DE. (%)*D.E. (%)+*DE. T.(%)=
D.E. D.E.
130°Cy 0.66+ 9.27+ 0.33+0.04 17.17+0.31 7.08+5.18 24.57+5.02
458%viv 003 0.10
H2SO04
D.E.: Desviacion estandar.
Fuente: Cevallos y Chariguaman 2016, adaptado por los autores.
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4. CONCLUSIONES

La concentracion y temperatura tienen efecto sobre pH, grados brix y azUcares
totales de un hidrolizado de rastrojo de maiz.

Se determind que el mayor porcentaje para azucares totales se obtuvo aplicando 131
°Cy 7% v/v de acido sulfarico (H2SOs).

De acuerdo a la funcion de utilidad obtenida para generar las respuestas deseadas
en las variables dependientes estudiadas del hidrolizado, se debe someter al material
lignoceluldsico a una temperatura de 130 °C y 4.58% v/v de &cido sulfurico
(H2S0,).

El tratamiento de la funcion de utilidad generd valores en pH de 0.66, Brix de 9.27,
0.33% de glucosa, 17.17% de galactosa, 7.08% de fructosa y 24.57% de azUcares
totales.

Todos los modelos matematicos presentan un comportamiento tendencioso.
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5. RECOMENDACIONES
Realizar ensayos con hidrolisis enzimatica para promover la degradacion de la
celulosa presente en el rastrojo de maiz.
Evaluar el porcentaje de digestibilidad de los componentes lignoceluldsicos después
del pretratamiento para conocer con exactitud si hubo solubilizacion de

hemicelulosa y reduccion de cristalinidad de la celulosa.

Evaluar la presencia de hidroximetilfurfural (HMF) y producir bioetanol a partir del
hidrolizado obtenido con el tratamiento dptimo.

Usar un solo equipo en la medicion de los grados Brix.

Analizar costos de produccion y factibilidad econdmica.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Flujo de proceso.
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Anexo 2. Resultados de analisis quimicos del rastrojo de maiz.

Tratamiento X1 X2 pH=o Brix+o Glucosato Galactosato Fructosa+oc Azlcares
totales=c
1 -1 109 -1 50 058+0005b 8.01+£0.05f 0.24+0.005e 9.30£0.033 f 2.30 £ 0.006 ab 11.85+ 0.032d
2 -1 109 1 7.0 045+0.005e 1140+0.1c 056+0.044cd 17.64+0.103cd 1.15+0.080d 19.34 £ 0.067 b
3 1 131 -1 50 0.61+0.005a 8.85+0.05e 0.48+0.012d 16.74+0.327 de 2.21+0.027b 19.42+0.342b
4 1 131 1 7.0 0.21+0.005¢ 1420+0.1a 0.48 +0.007d 2194+ 0.114 a 252+0.120a 2494 +0.240 a
5 -14 104 0 6.0 044+0.005e 11.0+0.1d 0.61+0.004 cd  20.40+ 1.078ab  2.17 £0.007 b 23.18+1.075a
6 141 136 0 6.0 0.64 £0.005a 6.25+0.05g 1.48+0.072b 15.38+0.281 e 1.60+0.028 c 18.46 + 0.381 bc
7 0 120 -14 46 058x0.005b 9.05+£0.05e 2.30+0.004a 19.37£0.300 bc  2.10+0.054 b 23.77+0.250 a
8 0 120 141 74 033+0.005f 13.35+0.05b 0.68+0.015¢c  15.75+0.294de 1.30+0.019cd 17.72+0.299 bc
90 0 120 0 6.0 0.55+0.005c 9.70+£0.1d 0.63+0.006 cd 16.07+0.104de 1.08+0.034d 17.78 £ 0.063 bc
10© 0 120 0 6.0 0.52+0.005d 9.75+0.05d 0.55%£0.045cd 1552+ 0.214 e 1.05+0.026 d 17.12+0.285¢c
110© 0 120 0 6.0 0.50%0.005d 9.80+0.1d 0.60 + 0.035 cd 15.88+0.069de 1.17+0.045d 17.65 + 0.150 bc
C.V. 1.44 0.99 5.84 3.07 4.4 2.83
R2 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.98

©: Punto central
C.V.: Coeficiente de variacion

D.E.: Desviacioén estandar
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