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EVALUACION DEL RENDIMIENTO DE BIOETANOL E10 A PARTIR DEL
RASTROJO DE MAIZ EN LA PROVINCIA DE IMBABURA

Jessica Magdalena Pinchao Mueses

RESUMEN

El agotamiento y el aumento del precio de petréleo ha generado incertidumbre en los gobiernos,
dependera de estos para promover las fuentes alternativas de energias renovables para suplir la
demanda energética. Es asi que la basqueda de nuevas alternativas de biocombustibles a partir
de los recursos sostenibles como son los residuos agricolas que no afectaran la seguridad
alimentaria. El rastrojo de maiz son residuos del cual se puede obtener bioetanol de segunda
generacion. El objetivo de este estudio es definir y estandarizar los parametros adecuados para
la obtencion de bioetanol en condiciones de laboratorio, en los procesos de delignificacion e
hidrolisis acida y la regulacion del pH. Las condiciones en el proceso de delignificacion se
utilizé la técnica tresbolillo para la siembra, en la concentracion de &cido sulfirico al 1%, con
un tiempo de 30 minutos, fueron los mas 6ptimos para la obtencion de jarabes glucosados, todo
este proceso se realizé a una temperatura de 121°C y a una presion de 15 psi para los diferentes
rastrojos de maiz de 3 sitios en Imbabura. La fermentacion se realizé con la levadura
Saccharomyces cerevisiae que trabajo con diferentes pH 3, 4 y 5 a una temperatura 30°C y a
200 rpm en un periodo de 8 dias en total oscuridad. La destilacion del bioetanol se realizé a
una temperatura de 78°C obteniendo mejores rendimientos de bioetanol con relacion al pH5 y
con el rastrojo de maiz de San Roque 0.17 ml/g.

Palabras clave: Biomasa agro residual, Bioetanol, Delignificacion bioldgica, Hidrolisis Acida,

Fermentacion.



“EVALUATION OF THE YIELD OF BIOETHANOL E10 FROM CORN STUBBLE
IN THE PROVINCE OF IMBABURA”

Jessica Magdalena Pinchao Mueses

ABSTRACT

Oil depletion and the price increase has generated uncertainty in governments to meet energy
demand. Thus, the search for new energy alternatives is the challenge, depending on available
resources. One form of energy generation is from agricultural waste; such as corn stover from
which a second-generation biofuel can be obtained. For this purpose, the appropriate
parameters to generate bioethanol under laboratory conditions were critical, then the
delignification process with two techniques sowed and acid hydrolysis were evaluated by the
DNS method from which the best treatment was determined to get glucose syrups, being this
the concentration of sulfuric acid at 1%, with a time of 30 minutes, these being the most optimal
for obtaining glucose. For the fermentation process, the yeast of Saccharomyces cerevisiae was
carried out, which worked by different pHs such as 3, 4 and 5 at a temperature of 30°C and 200
rpm in a period of 8 days in total darkness. The bioethanol distillation process was conducted
at a temperature of 78°C obtaining better bioethanol yields in relation to pH when it was 5,
presenting the maximum production where San Roque’s corn stover was 0.17 ml/g.

Keywords: Agroresidual biomass, Bioethanol, Biological delignification, Fermentation.



Capitulo |

Introduccion

En este capitulo se explica la problematica que existe en la produccion de bioetanol de
primera y segunda generacion, y las nuevas alternativas para generar energia a partir de
residuos agrarios, considerando a la provincia de Imbabura como un lugar con una produccion

agraria significativa, generando expectativas en el potencial energético que esto conlleva.

1.1 Antecedentes

La disminucion de las fuentes de petréleo ha generado una preocupacion por la
seguridad energética, es asi que se estan buscando nuevas alternativas de energias renovables
como el uso de la biomasa agricola para la produccion de biocombustibles (Romero et al.,
2019). En este contexto, se puede considerar que los materiales lignocelulésicos podrian ser
una fuente de energia con potencial para la produccién de biocombustible que gradualmente
podrian reemplazar a los combustibles fésiles (Jimenez, 2018).

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO,
2018) menciono6 que alrededor del 5% de combustible utilizado en el transporte proviene de
los biocombustibles. A nivel mundial los paises productores como Brasil a partir de la cafia de
azucar y Estados Unidos con el maiz generan significativas cantidades de bioetanol, como
indica la Figura 1 realizado por la FAO y Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdémicos (OCDE-FAO, 2017).
Figural
Produccion de Bioetanol
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Nota. Proyeccion de bioetanol para el afio 2026. Adaptado de Biocombustibles situacion del mercado aspectos
relevantes de la proyeccién, OCDE-FAO. (2017)., http://www.fao.org/3/a-BT092s.pdf.
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El efecto de la produccion de bioetanol con productos de primera generacion causo el
aumento en los precios de los alimentos y sigue siendo objeto de un intenso debate la
produccion para alimentacion o biocombustibles (Brinkman et al., 2020). Es por esta razon que
el uso de tierras agricolas son reemplazadas con plantaciones energéticas, esto también ha
provocado el aumento de la deforestacion y reduccion de la biodiversidad (Tudge et al., 2021).
En lo que se refiere a los biocombustibles de segunda generacion, es decir de la biomasa
residual no compiten con los recursos alimentarios, para la produccion de estos (Kim et al.,
2018). La utilizacion de un biocombustible tiene muchas ventajas ambientales, mejor
combustion en automdviles, reduce las emisiones de CO, (Matsuda & Takeuchi, 2018). Es
importante mencionar que en motores de combustion interna el E10, no necesita ninguna
modificacion que pueda afectar el rendimiento y funcionamiento de los automdviles (Brinkman
et al., 2020).

La biomasa lignocelulosa surge como una alternativa para la produccion de bioetanol a
partir de los residuos forestales y agricolas como son: el bagazo de cafia de azucar, olote, paja
de trigo, arroz y rastrojo de maiz (Devi et al., 2022). Ademas, en el caso de la sierra ecuatoriana
la produccion de maiz (Zea Mays L)es abundante debido a la superficie sembrada y al papel
que cumple en la seguridad y soberania alimentaria, sin embargo, el aprovechamiento del
rastrojo de maiz no ha tenido el destino de convertirse en un biocombustible de acuerdo con el
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2017). Se hace necesario resaltar
que la provincia de Imbabura se ha destacado por diferentes cultivos, asi como la produccion
de maiz con 6 627 toneladas de grano con una superficie de 5 489 hectareas como muestra la
Tabla 1 como lo indica Sistema de Informacion Publica Agropecuaria del Ecuador (SIPA,
2021).

Tabla 1

Principales Cultivos en la Provincia de Imbabura

Productos it Cosechadathe) (oneladas)  Rendimiento (uha)
Maiz suave seco 3968 3834 2 890 0.75
Platano 2 810 2 030 13798 6.80
Caria de azucar 2 562 2 462 333 755 135.55
Fréjol seco 1 846 1 800 887 0.49
mf‘)'czl j“a"e 1521 1467 3737 2,55




Los residuos generados con la produccidn de maiz estan destinados principalmente para
alimento del ganado bovino (Caballero et al., 2017). Debido a esto, la alimentacion con este
residuo en esta especie, ha generado mayores emisiones de metano CHs y esto ha permitido
contribuir al incremento del calentamiento global (Luna & Fachin, 2014). Mientras que otros
agricultores para deshacerse de estos residuos, optan por la practica de la quema a campo
abierto, aportando grandes cantidades de CO, CO2, NOx, actividad que afecta a la calidad del

aire y a la salud humana (Chantara et al., 2019).

1.2 Problema de Investigacion

El uso indiscriminado de los combustibles fésiles da a lugar a buscar nuevas fuentes de
energias, sobre todo porque es una energia convencional de origen fésil que en un lapso de
tiempo se iran agotando gradualmente, debido al consumo excesivo de esta forma de energia
en el sector transporte. Ademas, esto ha impulsado al desarrollo de los biocombustibles con la
finalidad de reducir las emisiones de CO2 en el ambiente.

La obtencion de bioetanol para el sector transporte en la actualidad se esta realizando
con productos de primera generacion, a partir de la cafia de azlcar y grano de maiz. Esto ha
provocado el desvio de los recursos alimenticios hacia la produccion de biocombustibles.
Evidentemente una alternativa que se plantea es la produccidon de bioetanol de segunda
generacion, con residuos agricolas y forestales, compuestos principalmente por celulosa, estos
pueden ser el bagazo de la cafia de azUcar, el rastrojo de maiz, paja de trigo, aserrin, hojas y
ramas secas para este fin. De esta manera, no involucra a la cadena alimentaria, y ademas se
da un valor agregado a este subproducto.

La provincia de Imbabura cuenta con una superficie de 5 489 hectéareas destinada para
estos cultivos (SIPA, 2021) generando grandes cantidades de residuos como es el rastrojo de
maiz, a la vez esto, se utiliza como una fuente de energia, donde se transforma en un
biocombustible, a través de pretratamientos fisico, quimicos y bioldgicos. Probablemente la
abundancia de este recurso podria suplir parte de la demanda de gasolina en la provincia de

Imbabura y de esta manera aportara al cambio de la matriz energética.

1.3 Justificacion
Ante la disminucion de fuentes de petréleo y el aumento de los precios, se necesita
buscar nuevas fuentes para generar energia limpia y amigable con el ambiente. Es posible que,

el potencial de residuos forestales y agricolas que se generan anualmente, y que, tratados de



manera Optima, cubririan la demanda de bioetanol. Por lo contrario, este material esta
predeterminado a terminar en vertederos, o incinerados al aire libre la segunda actividad tiene
una consecuencia afecta al medio ambiente con las emisiones emitidas en el proceso.

En el Ecuador se comenz6 implementado la utilizacion del bioetanol a través del plan
piloto de la gasolina Ecopais E5 en la provincia del Guayas y que se ha seguido extendiendo a
diferentes provincias como Esmeraldas, Azuay, Cafar, Morona Santiago, Zamora Chinchipe,
Loja, Manabi, Santa Elena y EI Oro con una aceptacion del producto. Sin embargo, se conoce
que la materia prima que se utiliza para elaborar esta gasolina es a partir de la cafia de azucar.

El resto del Ecuador carece de este programa lo cual hace pensar que no existe el recurso
necesario para abastecer a toda la demanda del pais. Por lo tanto, para cumplir con la demanda
es necesario utilizar otras fuentes y recursos como es la biomasa residual distribuida a lo largo
del territorio, con el fin de optimizar los recursos. Es asi que la produccién de bioetanol
permitira reducir las importaciones de combustibles, abaratara la factura nacional de gastos en
concepto de energia importada y diversificara la matriz energetica.

El Ecuador es un pais agricola con un alto potencial de residuos agrarios, en este caso
el rastrojo de maiz podria ser utilizado como materia prima para la obtencion de bioetanol de
segunda generacion. La intencion es presentar una alternativa de energia para el sector
transporte, que podria ser un biocombustible que se genera a partir de materiales
lignocelul6sicos.

La provincia de Imbabura se ha destacado por la produccién de maiz, en donde el
subproducto de esta actividad es utilizado para la alimentacion del ganado bovino. Sin
embargo, darle un valor agregado a este residuo como ingreso extra para el agricultor podria
ser clave en la erradicacion de la pobreza en el agro. Es asi que el uso de los residuos agricolas
con fines energéticos como es la produccion de bioetanol, permitiria generar nuevas fuentes de

trabajo y recursos econdmicos.

1.4 Pregunta Directriz

¢Es posible obtener un rendimiento 6ptimo de bioetanol a partir de rastrojo de maiz?

1.5 Objetivos General
Evaluar el rendimiento de bioetanol E10 a partir del rastrojo de maiz en la provincia

de Imbabura.



1.5.1. Objetivos Especificos
e Determinar los pardmetros adecuados para el proceso de obtencién de bioetanol en
condiciones de laboratorio.
e Analizar el rendimiento de bioetanol con rastrojo de maiz en diferentes zonas de
recoleccion en la provincia de Imbabura.
e Estimar la aportacion de bioetanol E10 en funcion de la demanda de gasolina en la

provincia de Imbabura.

1.6 Hipotesis

Ho: El rendimiento de bioetanol con el rastrojo de maiz es igual para cada zona de
estudio.

Ha: El rendimiento de bioetanol con el rastrojo de maiz es diferente para cada zona de

estudio.



Capitulo 11

Revisidn de Literatura

En el presente capitulo se da a conocer la revision de literatura de residuos
lignocelulosicos para la obtencion de bioetanol de segunda generacion, las caracteristicas de

los sitios donde se encuentra la materia prima y la demanda de gasolina en Imbabura.

2.1 Biomasa

La biomasa estd conformada por tres componentes: celulosa, hemicelulosa y lignina
este Ultimo hace que la produccion de bioetanol sea compleja (Rogel & Ayala, 2017). Otro
componente es la hemicelulosa esta estructurada por homo y heteroglucano formado por
pentosas y hexosas que son (xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, glucosa y acido glucuroénico)
y finalmente la celulosa (CsH100s)n es el polisacarido més abundante en la naturaleza
compuesto de moléculas de - glucosa como muestra la Figura 2 (Pefa et al., 2016). La
composicion de los materiales lignocelul6sicos varia de acuerdo a la especie, la altitud, edad,
clima, temperatura, nutrientes del suelo, ubicacion geografica por tal motivo presentan
variacion en la composicion (Arellano & Houbrom, 2015).
Figura 2
Estructura de la Biomasa Lignocelulésica
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Los materiales lignoceluldsicos son muy diferentes, presentan proporciones con una
relacion aproximadamente de celulosa del 20% al 50%, hemicelulosa del 10% al 30%, y
lignina, del 10% al 30% (Morales & Campos, 2015). Segin (Aurora & Véazquez, 2017)
demuestran que la composicién del rastrojo de maiz es de 36.8% celulosa, 30.6 %
hemicelulosa, 23.1% lignina y cenizas y extractivos 9.5 % como se presenta en la siguiente
Tabla 2.

Tabla 2
Clasificacion y Composicion de Diferentes Materiales Lignoceluldsicos

Celulosa  Hemicelulosa Lignina Cenizas y Extractivos

Biomasa (%) (%) (%) (%)
Alamo 49.9 25.1 18.1 6.9
Arce 44.9 23.0 28.0 4.1
Chopo 435 21.8 26.2 8.5
Nogal 46.2 20.9 21.9 11
Pino 46.4 20.6 29.4 3.6
Abeto 49.9 21.6 28.7 0.2
Paja de cebada 33.1 24.9 16.1 25.9
Residuos de maiz 36.8 30.6 an 9.5
Paja de Trigo 30.2 22.3 17.0 30.5
Pasto varilla 45.0 314 12.0 11.6
Papel periddico 40-55 25-40  18-30 17-25

Nota. Esta tabla indica la composicion de celulosa, hemicelulosa y lignina permitiendo conocer segun el tipo de
material a trabajar (Aurora & Vazquez, 2017).

2.1.1 Pretratamiento de Muestras

Los pretratamientos disponibles para abrir la estructura y eliminar la lignina para la
obtencion de bioetanol con residuos lignocelulésica son de naturaleza fisica, bioldgica y
quimica (Rezania et al., 2020). También, estos permiten ser mas accesibles a la celulosa en los
residuos agrarios, el objetivé que presenta es aumentar la porosidad en las muestras (Naresh et
al., 2019).

2.1.2 Pretratamientos Fisicos

El material lignocelulésico se procede a una trituracion de 2 mm, de igual forma se
tiene que trabajar a temperaturas altas, alrededor de 300°C (Rezania et al., 2020). Es decir, la
temperatura de trabajo minima es de 130°C, mediante la inyeccion directa de vapor saturado,
durante un tiempo de tres minutos (Cruz et al., 2019).



2.1.3 Pretratamientos Biologicos

Los microorganismos bioldgicos son capaces de degradar la lignina entre los que se
destacan los hongos blancos, cambiando la estructura fisicoquimica de la biomasa
lignocelulosica estos pretratamientos son muy atractivos desde el punto de vista econémico,
tienen un gasto energético y de inversion menor que otros (Cheah et al., 2020). De la misma
forma los hongos degradan la lignina y la hemicelulosa, eliminando las barreras que protegen
la celulosa en donde se ha destacado Pleurotos ostreatus hay que destacar que el crecimiento
adecuado se realizara en un ambiente relativamente himedo en un 60 a 90 % (Gonzales &
Sierra, 2018).

2.1.4 Pretratamientos Quimicos

La hidrdlisis acida es aplicada para disolver la fraccién hemicelulésica de la biomasa
para asi hacer mas accesible a la celulosa, para ello se utiliza acidos concentrados o diluidos,
como el &cido sulfarico (H2S0a), clorhidrico (HCI) en unas concentraciones de 1 al 10% en
tiempos de 3 minutos a temperaturas de 180 - 240 °C si se desea reducir la temperatura se
utilizara una mayor concentracién entre 20 — 40 % en tiempos de 15 a 30 minutos (Abo et al.,
2019). Otro proceso consiste en sumergir el sustrato con H.SOs o HCI en diferentes
concentraciones que van desde 0.5 a 8 % y en una relacion de solido: liquido 1:10,en un tiempo
de 1 -4 horasyauna temperatura de 50-215 °C (Montiel & Romero, 2015).

2.2 Pleurotos ostreatus

Pleurotus ostreatus pertenece al reino fungi, al género Pleurotos, especie ostreatus es
la segunda variedad méas consumida en el mundo después del champifidn estan distribuidos en
todas partes, contribuyen a la degradacién de los restos vegetales (Ramady et al., 2022). Estos
organismos permiten la disminucion del contenido de la lignina y la hemicelulosa sin afectar
la celulosa, es por esta razon el sustrato utilizado después de una cosecha de esta especie queda
reduciendo el contenido de lignina en un 4.8%, hemicelulosa en 14.66% y aumentando

notablemente hasta en un 70.11% celulosa (Grover et al., 2015).

2.2.1 Medios de Cultivos de Hongos
Los medios de cultivos son medios que presenta todos los nutrientes que favorece al
crecimiento 6ptimo de los hongos, que se daré a conocer a continuacion como es el PDA (Papa,

Destroza, Agar) también tenemos el medio de cultivo Agar Extracto de Malta (Sardar et al.,
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2015). Estos han sido utilizado para la preservacion de especies, hay que especificar que se

conservara en refrigeracion a una temperatura de 4°C (Mulero et al., 2017).

2.2.2 Pasteurizacion del Sustrato con Vapor

Este proceso se realiza principalmente para eliminar la presencia de microorganismos
que podrian afectar en el proceso de delignificacion. Previamente el sustrato tiene que ser
humedecido hasta un 65% y empaquetado en bolsas plasticas que resistan temperaturas altas
porque seran sometidas en un autoclave a 121°C y 15 psi durante una hora (Filippi et al., 2019).
Otro Autores mencionan que el proceso consiste en colocar las muestras en un recipiente
metalico, y aplicar vapor hasta temperaturas de 70-80 °C, aproximadamente un tiempo de 1
hora (Villar, 2021) .

2.2.3 Pasteurizacion del Sustrato por Sumersion en Agua

El proceso se realiza durante una hora, primero se coloca en fundas con 2 kg de sustrato
se sumergio en agua a una temperatura de 80°C con el objetivo de eliminar microorganismos
en el sustrato, segundo se procede a escurrir el sustrato y finalmente se pesay se coloca el 0.5%
de cal agricola y yeso por cada 100g de peso humedo (Holgado et al., 2019). Otros autores
ubican el sustrato en el recipiente metalico, se utiliza agua al ras, se calienta y se evita la
ebullicién a una temperatura de 80°C a 100°C durante dos horas, luego se procede a centrifugar

el sustrato hasta tener una humedad adecuada para la siembra (Fernandez et al., 2019).

2.2.4 Inoculacion de Micelio del Hongo en el Sustrato

Se procede a inocular 5% del micelio con la relacion del peso del sustrato himedo,
mediante el método de siembra de tresbolillo esta técnica presenta un manejo sobre el area
(Fajardo et al., 2022) y (Vargas & Lopez, 2019). Ademas, en la inoculacion del sustrato se
realiza después del proceso de pasteurizacidn proceso que se trabaja a una temperatura de 22°C,
conjuntamente se maneja un volumen de 3.18 kg, se coloco ¥ de sustrato y una capa de micelio
intercalando (Donado, 2014).

2.2.5 Incubacion del Micelio en el Sustrato
El proceso de incubacion del micelio de Pleurotus ostreatus se realiza a 26°C o también,

puede variar de 25°C a 28°C (Angulo et al., 2022). Otros autores mencionan que el tratamiento



se mantendra a una temperatura de 28°C aproximadamente y la colonizacion total del micelio

se realiza en un periodo de 35 a 50 dias (Diaz et al., 2019).

2.2.6 Degradacion de Lignina

El estudio realizado dentro de la Universidad Técnica del Norte donde se trabajo con
un mismo sustrato como es el maiz con el tema Evaluacién de Pretratamiento Biologico en la
Delignificacion de Residuos de Maiz (Zea Mays L) con el uso de hongos Pleurotus ostreatus
y Lentinus edodes en la provincia de Imbabura, demostrando que es conveniente utilizar esta
especie Pleurotus ostreatus por que presenta mayor capacidad para degradar la lignina como
muestra la Tabla 3 de Garcia y Juma (2019).
Tabla 3

Porcentaje de Biopolimeros en el Sustrato Antes y Después de FES con P. ostreatus

Contenido de Polimeros en el Sustrato de maiz
Seco 1 Choclo 1 Seco 2 Choclo 2

Polimeros (%)
Sus Enr Sus+tPo Sus Enr Sus+Po Sus Enr  Sus+Po  Sus Enr  Sus+Po

Lignina 147 111 9.7 164 149 145 175 18.7 121 171 85 10.5
Hemicelulosa 325 29.7 53.0 340 342 539 597 338 47.9 48.0 29.7 49.9
Celulosa 52.8 59.2 378 49.6 50.9 382 228 47.6 453 349 618 44.0
Sus= Sustrato de los diferentes tipos de maiz Po= Sustrato inoculado con P. ostreatus
Enr = Sustratos enriquecido con suplementos nutritivos FES= fermentacion solida

Nota. Esta tabla fue obtenida de Garcia y Juma (2019)

2.3 Hidrolisis

La hidrdlisis es la transformacion de celulosa a glucosa trabajando en temperaturas de 40 a
50 °C (Vasi¢ et al., 2021). La finalidad es de convertir en azlcares simples, la intencién del
pretratamiento es reducir la cristalinidad de la celulosa, mediante el cual existen diferentes

procesos como es la hidrolisis enzimatica o quimica con similar propdésito (Dos et al., 2019).

2.3.1 Hidrolisis Enzimética

El proceso es la transformacién de celulosa a glucosa es realizado por enzimas que son
extraidas de bacterias y hongos los mas utilizados a nivel industrial fusarium, trichoderma y
phanerochaete permitiendo la degradacion de la celulosa (Ronquillo & Nifio, 2018). De igual
manera existen especies como trichoderma viride que producen enzimas que son utilizadas en
el proceso de obtencidn de bioetanol, también hay enzimas comerciales como son Celluclast
1.5 L extraido de trichoderma reesei; Viscozyme complejo multienzimatico derivado de

Aspergillus aculeatus (Cruz et al., 2019).
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2.3.2 Hidrolisis Acida

Es el proceso donde se utiliza compuestos quimicos como el &cidos sulfdrico y
clorhidrico para la obtencion de jarabes glucosados (Arellano & Houbrom, 2015). En la
realizacion y experimentacion se evalUa la concentracion de acido sulfarico, la temperatura que
puede variar o ser constante lo decide el investigador y finalmente el tiempo como se muestra
en la Tabla 4.
Tabla 4

Evaluacion de Jarabes Glucosados por Hidrdlisis Acida en Diferentes Materiales

Material Concentracion Tiempo Temperatura Mediciones Optimas Fuente
Utilizado de acido (%) (min) °C
Ba%?azgzgi;raﬁa 12,46 35 ggygp ~ 160-180 1%,30(min)y 160°C ﬁggffsrgﬂ,tfém)
Yuca 2,3y4 120, 182042)/ 121 2%,120 (min) (Purata et al., 2018)
Nopal 1,3y5 30y 60 Ambiente 1%,60 (min) (Jiménez et al., 2018)
Cascaras de 34y5 35, 45,55 50 3%,55 (min) 50°C  (Morales et al., 2021)

café

El comportamiento de la celulosa esta conformado por un conjunto de microfibrillas
también estdn compuestas por cadenas poliméricas conformadas por varias unidades de
glucosas unidas por un &tomo de oxigeno. El acido se adhiere a la celulosa y se produce una
reaccién entre un ion hidrogeno y un atomo de oxigeno desdoblando las cadena glucosidica y

produciendo glucosa (Puccio & Simeoni, 2015).

2.3.3 Ajuste del pH

Este proceso se realiza con la finalidad de un buen desarrollo de la levadura en el
proceso de fermentacion donde se ajusta el pH a 3 a 5 con hidroxido de sodio (NaOH), cuando
sea bajo, si es alto se utiliza la sustancia &cido clorhidrico (HCI) para reducir el pH (Trujillo et
al., 2018). Otros autores indican que para regular el pH utilizaran hidréxido de sodio y acido

acetico e para subir y bajar el nivel respectivamente (Vasquez, 2017).

2.4 Proceso de Fermentacion
Este proceso es realizado por microorganismos aerdbico que trabaja en condiciones

Optimas que se dara a conocer a continuacién previo a la obtencion de bioetanol.
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2.4.1 Acoplamiento del Fermentador

Se utiliza botellas o frascos de vidrio o plasticos este material es el méas practico para
construir un fermentador y de facil acceso (Jimenez, 2018). Por otra parte, la desgasificacion
uno de los productos en la reaccion de fermentacion es el CO; para lo cual se coloca una
manguera en la parte superior del fermentador, el subproducto emitido durante el proceso es
depositado en un recipiente con agua (Montiel y Romero, 2015). Este medio es utilizado para

permitir la salida de gases e impedir la entrada del aire (Jimenez, 2018).

2.4.2 Activacion de Levadura

La levadura liofilizada (marca Flema), se usa segun las especificaciones que son colocar
20 ml de agua hervida tibia, adicionamos y diluimos 0.4g de levadura y 3g de azucar se la deja
reposar 15 minutos (Virreira et al., 2014). Otros autores mencionan la preparacion del indculo
se realiza en 75ml de agua tibia y 359 de levadura Saccharomyces cerevisiae y se deja reposar

durante 15 minutos a una temperatura de 30 a 35 °C (Valdés & Morales, 2017) .

2.4.3 Temperatura

Los parametros mas importantes en el proceso de fermentacion son la temperatura y el
pH, debido a que el crecimiento de los microorganismos depende de estos, es asi que para tener
un adecuado desarrollo se debe mantener durante todo el proceso fermentativo una temperatura
que puede estar de 15 a 35 °C (Vilca, 2022). Otros autores mencionan que la temperatura
optima es de 30°C (Suérez et al., 2016).

2.4.4 Tiempo de Fermentacion

Tiempo de fermentacién se realiza durante un tiempo de 72 horas (Melgarejo et al.,
2019). Otros mencionan que el proceso se efectda en un tiempo de 8 dias se agita cuatro veces
al dia durante 10 minutos para liberar el CO. (Montiel y Romero, 2015). Otra de las
caracteristicas es que se debe de tener en cuenta, es un proceso que se efectla en total oscuridad
durante un periodo de 8 dias (Valdés & Morales, 2017).

2.4.5 Destilacion
Para la destilacion se aisla el alcohol del resto de componentes mediante vaporizacion y

condensacion selectivas a una temperatura de 78.5°C se empezamos a destilar bioetanol
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(Vazquez, 2016). La operacion se controla cuidadosamente la temperatura, teniendo en cuenta

el punto de ebullicion del bioetanol 78°C (Montiel y Romero, 2015).

2.5 Bioetanol

Es un biocombustible la composicion quimica, es C2HsOH denominado etanol de biomasa
que utiliza en diferentes concentraciones en composicion con la gasolina (Montiel y Romero,
2015). Se denomina al producto que se obtiene a partir de fuentes de biomasa vegetal, mieles
Yy jugos ricos en sacarosa, o productos ricos en almidon y a partir de materiales lignoceluldsicos
(Hernandez, 2017). Ademas, la obtencién del bioetanol es un proceso de fermentacion
mediante la levadura Saccharomyces cerevisiae en las condiciones adecuadas como es la
temperatura a 30°C y el pH 4.5 a 5 (Sardar et al., 2015).

Los paises que se han destacados a nivel mundial en la produccion de bioetanol se indicara
en la siguiente Tabla 5. Ademas, se muestra las materias utilizadas para estos fines como son
el maiz, trigo, yuca, cafia de azlcar, remolacha y melaza cabe recalcar que ningin pais esta
produciendo bioetanol a partir de residuos lignoceluldsicos debido que se carece de
metodologias, enzimas eficientes que se puedan utilizar dentro del proceso de transformacion
de celulosa a glucosa para la obtencion de bioetanol.

Tabla 5

Clasificacion de la Produccién de Biocombustibles y Principales Materias Primas

Paises Etanol Materiales utilizadas
Estados Unidos 1(48.2%) Maiz

Unién Europea 4 (4.9%) Remolacha azucarera /trigo / maiz
Brasil 2 (26.2%) Carfia de azlcar / maiz
China 3 (8.1%) Maiz/yuca

India 6 (2.1%) Melaza

Canada 7 (1.4%) Maiz [/ trigo

Indonesia 21 (0.2%) Melaza

Argentina 9 (0.9%) Melaza/ maiz
Tailandia 8 (1.4%) Melaza/yuca
Colombia 13 (0.4%) Cafa de azucar
Paraguay 14 (0.4%) Cafa de azUcar

Nota. Esta tabla fue obtenida (OCDE/FAOQ, 2020).

2.5.1 Bioetanol como Biocarburante

El bioetanol es un biocombustible que puede obtener a través de maiz rico en almidon
0 cafia de azUcar se los denomina a estos de primera generacion, también se extraen de los
residuos lignocelulésicos conocidos como de segunda generacion (Valdés & Morales, 2017).
Podemos agregar que el bioetanol es afiadido a otras combustibles para mejor sus

caracteristicas, disminuir las emisiones nocivas (Garcia et al., 2016). Utilizadas en diferentes
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mezclas de bioetanol 5%, 10%, 15%, 85% y 95% con la gasolina y denominadas E5, E10, E15,
E85 y E95 respectivamente (Arcentales & Silva, 2019).

2.5.2 Propiedades del Bioetanol

Las caracteristicas que presenta esta sustancia son inflamable, volatil se encuentra en
estado liquido, incoloro, miscible en agua como estd dispuesto en la Tabla 6 (Aurora &
Vézquez, 2017). Cabe destacar que se puede mesclar con la gasolina en diferentes
concentraciones detalladas anteriormente (Arcentales & Silva, 2019). Mientras que E10 es la
combinacion del 10% bioetanol y 90% gasolina (Shirvani et al., 2020).
Tabla 6

Propiedades Fisico-Quimicas del Etanol

Propiedades del combustible Etanol

Masa Molecular 46. 07 g/mol
Punto de ebullicion 78°C
indice de refraccion 1.3611
Acidez 15.9 pKa

Nota. Esta tabla fue obtenida por:(Aurora & Vazquez, 2017)
2.6 Consumo de Gasolina en Ecuador

El Ecuador es un pais que se ha destacado por el consumo de gasolina, con una mayor
demanda el sector transporte terrestre tiene un consumo de 45.4% del total de la energia
utilizada, superando notablemente los sectores como son las industrias, residenciales agro
pesca y minero. Por tal razdn, es de interés el estudio de generar nuevas fuentes de energia
como son los biocombustibles para el sector de transporte terrestre merece un especial interés
y atencion (Instituto de Investigacion Geoldgico y Energético [IIGE], 2021) como muestra la
Figura 3.
Figura 3

Participacién de los Sectores en el Consumo de Gasolinas 100%

OTROS
9,2%

CONSUMO PROPIO
4,7%

AGRO, PESCA, MINER. 1,2%

COMERCIAL, SERV. PUB.

TRANSPORTE
454%

Nota. Consumo en el Ecuador por sectores Fuente: (IIGE, 2021)
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En el Ecuador se ha implementado el plan piloto, produciendo alrededor de 80 000
galones diarios de ecopais. Esto ha demostrado la viabilidad en cuanto a la existencia del
mercado Yy la aceptacion del producto, pero la falta de produccion de etanol en el pais se ha
tenido que importar gasolinas de alto octanaje del Per( e igualmente de Bolivia alcohol de 92
grados para cubrir parte de su produccién actual segin el Centro Ecuatoriano de Derecho
Ambiental (CEDA, 2012). La produccion de la gasolina en el Ecuador no abastece al mercado,
por consiguiente, no tiene la suficiente capacidad para cubrir la demanda interna, por lo cual
se ha tenido que importar para cubrir la demanda del pais como muestra la Tabla 7 (ARCH,
2021).

Tabla 7

Produccion e Importacién y Consumo Nacional de Gasolinas

Af PRODUCCION (millones de LA, CONSUMO (millones de } .
fios barriles por afio) (millones dg barriles barriles por afio) Ddlares/barril
por afio)

2011 8.54 12.60 22.40 102.16
2012 9.53 14.20 23.60 109.24
2013 8.91 16.00 24.90 131.73
2014 6.86 20.10 26.50 120.41
2015 9.60 19.50 27.30 78.48
2016 12.05 15.90 27.60 62.20
2017 12.70 16.40 28.80 72.15
2018 13.00 17.60 30.30 78.99
2019 9.80 20.40 30.20 75.75
2020 8.40 15.50 23.50 62.46
2021 5.90 17.90 38.50 89.16

Nota: Esta informacidon explica que el ecuador siempre ha tenido que importar para abastecer la demanda interna.( EP
PETRO ECUADOR y BCE,2021)

2.6.1 Consumo de Gasolina en Imbabura por Afo

Datos obtenidos del consumo de gasolina en Imbabura desde el afio 2013 hasta el
periodo 2021, por otro lado, el Ecuador cuenta con 1 110 estaciones de servicio para
abastecimiento de gasolina, de las cuales 36 estan ubicadas en dentro de la provincia de
Imbabura estas se utilizan para el abastecimiento de los combustibles de las gasolinas extra,
super y diésel. Para ser mas especificos se tiene en cuenta la comercializacion de la gasolina
extra, stper como una resefia historica desde el afio 2013 hasta 2021 como indica la Tabla 8.
Ademas, se puede observar que existe un incremento en todos los afios debido al crecimiento
automotriz en el afio 2021 un consuma de 38.5 millones de barriles a pesar de que en el anterior
afio fue de 23.5 millones de barriles en el afio 2020 en el Ecuador (AIHE, 2021).
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Tabla 8
Analisis del Consumo de Gasolina en la Provincia de Imbabura por Afio
GASOLINA EXTRA GASOLINA SUPER FUENTE

Poblacion  Volumen Intensidad Volumen Intensidad

Afos h(ank;:izz 33 i) (mlllgoarll)e s de (gal/habitantes) (rgél gJar;;e s (gal/habitantes)

2013 433 24.2 56.0 3.7 8.6 (INEC, 2014)

2014 439 25.8 59.0 3.9 8.9 (PETROECUADOR, 2015)
2015 445 26.8 60.3 4.1 9.2 (PETROECUADOR, 2016)
2016 452 27.3 60.4 3.4 7.7 (AIHE, 2017)

2017 458 28.6 62.7 3.1 6.9 (ARCH, 2018)

2018 464 31.1 67.0 2.7 6.0 (AIHE, 2019)

2019 470 31.6 67.4 1.6 3.4 (AIHE, 2020)

2020 476 24.5 51.6 1.1 2.4 (AIHE, 2021)

2021 483 30.4 62.9 1.3 2.8 (AIHE, 2022)

2.6.2 Situacion del Cultivo de Maiz en Imbabura

Es uno de los cultivos mas sembrados dentro de la provincia de Imbabura, y desde la
época prehispanica, ha sido el maiz, fréjol, papa, quinua, chocho, mashua y la oca informacion
obtenida de laPREFECTURA DE IMBABURA, (2017). Desde hace mucho tiempo se ha visto
el incremento del cultivo de maiz estos datos son obtenidos por el Sistema de Informacion
Publica Agropecuaria (SIPA, 2021). Es un sistema encargado de llevar indicadores sectoriales,
cifras territoriales, precios, inclusién financiera, comercio exterior y las cifras agroproductivas
que permite conocer la produccién de los diferentes cultivos del Ecuador. La Tabla 9 indica la
produccidn de maiz sembradas desde el 2013 al 2021 estos datos permiten conocer la cantidad
de hectareas sembradas de maiz suave choclo y maiz suave seco la materia disponible en la

provincia de Imbabura.

Tabla 9
Superficie Plantada en la Provincia de Imbabura
Afo Maiz suave seco (ha) Maiz suave choclo (ha) Total (ha) plantadas
2013 1792 669 2461
2014 3786 3715 7501
2015 4 491 2434 6 925
2016 5317 1759 7076
2017 4 493 1375 5 868
2018 5990 1147 7137
2019 4172 1445 5617
2020 4613 1015 5628
2021 3968 1521 5489

Fuente: (SIPA, 2021).
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2.6.3 Evaluacion del Rastrojo de Maiz

La provincia de Imbabura tiene una gran produccion de maiz, y el estudio realizado por
Garcia y Ramirez (2019) permite conocer la cantidad de sustrato que se genera anualmente con
un promedio de 9.10 tonsec/ha. También otras de las caracteristicas son las composiciones en
las muestras como es hemicelulosa, celulosa y lignina siendo este el ultimo factor que limita la
transformacion de bioetanol como se muestra en la siguiente Tabla 10.
Tabla 10

Caracteristicas a Evaluar de los Residuos de Maiz

Sitios tonsec/ha Hemicelulosa (%) Celulosa (%) Lignina (%)

Imbaya 7.11 50.38 38.39 11.23
Natabuela 7.97 72.54 20.97 9.81
San Roque 12.23 71.78 22.94 5.27

Fuente: (Garcia y Ramirez, 2019)

Dentro de la recoleccién de los residuos de maiz existen tres areas seleccionadas, que
estan a diferentes altitudes, precipitaciones, nutrientes del suelo que puede influir en la cantidad
de sustrato como se mostré en la anterior tabla, de similar manera en la variacion de la cantidad
de lignina, hemicelulosa y celulosa como se mencioné en el anterior estudio que influira en el

proceso de obtencién de bioetanol.

La biomasa lignoceluldsica es compleja, los enlaces covalentes de hemicelulosa y
lignina hace una estructura altamente resistente para transformar estos a bioetanol (Jiménez et
al., 2017). Los residuos lignocelulésicos varian dependiendo de algunos factores en los que
podemos mencionar: la especie, ubicacion geografica, la altitud, los nutrientes del suelo, clima
entre otros. Hay que caracterizar que la provincia de Imbabura presenta variaciones de
temperaturas segun la altitud que va desde 1000 hasta los 4000 m.s.n.m. (Prefectura de
Imbabura, 2017). Asi como las caracteristicas de las parroquias donde se realiz6 el muestreo
donde se puede observar son las variaciones de altitud, temperatura y la cantidad de

precipitaciones gque se conocera a continuacion en la siguiente Tabla 11.
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Tabla 11

Caracteristicas de las Parroquias donde se Realiz6 el Muestreo
Parroquias Altitud Temperaturas Precipitaciones
16°C en la parte alta
18°C en la parte baja
Temperatura media anual
Imbaya 1750y 2240 m.s.n.m  de 24 °C 612 mm
8°C en la parte alta
16°C en la parte baja
Temperatura media anula
Natabuela 2360y 4621 m.s.n.m 15°C 635 mm
8°C en la parte alta
16°C en la parte baja
Temperatura media anual
~San Roque 2230y 4621 m.s.n.m. de 14°C 1025 mm
Fuente:. (Gobierno Municipal de Antonio Ante, 2017).

Datos proporcionados por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia podemos indicar la
cantidad de hectareas sembradas como una resefia historica desde el afio 2013- 2021 que se ha
generado anualmente dentro de la provincia de Imbabura. Ademas, esta materia no ha tenido
el adecuado aprovechamiento para convertirse en bioetanol o fines energéticos como se mostro

en la tabla 7.

2.7 Marco Legal
Son las leyes que favorecen al desarrollo e implementacion de energias renovables, en el campo

bioenergia en la produccion de bioetanol y comercializacion del producto.

2.7.1 La Constitucion del Ecuador

Los articulos que detallan la utilizacién de nuevas tecnologias como son la energia renovable
con el objetivo de reducir las emisiones de efecto invernadero (Constitucion de la Republica
del Ecuador, 2015).

“Art. 15.- El Estado promovera, en el sector publico y privado, el uso de tecnologias

ambientalmente limpias y de energias alternativas no contaminantes y de bajo impacto.”

“Art. 413.- El Estado promovera la eficiencia energética, el desarrollo y uso de préacticas y

tecnologias ambientalmente limpias y sanas, asi como de energias renovables, diversificadas,
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de bajo impacto y que no pongan en riesgo la soberania alimentaria, el equilibrio ecologico de

los ecosistemas ni el derecho al agua” (Constitucion de la Republica del Ecuador, 2008).

2.7.2 Reglamento Ambiental de Actividades Hidrocarburiferas

“Art.67.- Sobre la calidad de los combustibles: la gasolina podra ser mejorada mediante la
incorporacion de aditivos hasta un equivalente de 2.7% se preferira y fomentara la produccién
y uso de aditivos oxigenados, tal como el bioetanol anhidro, a partir de materia prima
renovable” (Decreto Ejecutivo 1215, 2010).

2.7.3 Reglamento Autorizacién Comercializacion de Mezclas de Combustibles

“Art. 19 PETROECUADOR a través de su filial PETROCOMERCIAL actuara como
suministradora de las mezclas de combustibles liquidos derivados de los hidrocarburos con
biocombustibles sujetos a este reglamento a las comercializadoras autorizadas” (Ministerio de

Recursos Naturales no Renovables, 2010).

“Art. 11.-El ejercicio de las actividades de comercializacion de las mezclas de combustibles
liquidos derivados de los hidrocarburos con biocombustibles sujetos a este reglamento sera
controlado por la Direccion Nacional de Hidrocarburos, ya sea, directamente o a través de

compaiiias calificadas” (Ministerio de Recursos Naturales no Renovables, 2010).

2.7.4 Decretos Ejecutivos

“Decreto Ejecutivo No. 146 Declara de interés nacional la produccion, comercializacion y uso
de biocarburantes como componente en la formulacion de los combustibles que se consumen
en el pais, asi como la produccion agricola destinada a la preparacion de estos” (Ministerio de

Recursos Naturales no Renovables, 2010).
“En el Decreto Ejecutivo No. 1879. En el afio 2009 se establece el precio fijo de US$ 0,76

dolares por litro de bioetanol anhidro carburante a nivel de planta industrial, este precio no
incluye el Impuesto al Valor Agregado, IVA” (Hernan & Nelson, 2018).
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Capitulo 111
Metodologia

En este capitulo se explica la metodologia que se utilizé para la obtencion de bioetanol
a partir del rastrojo de maiz, como la recoleccién, secado, trituracién, pasteurizaciéon e
inoculacion, tiempo de delignificacion con hongos Pleurotus ostreatus, hidrolisis &cida,
destilacion para la obtencidn de los rendimientos de bioetanol de los tres diferentes sitios y la

demanda de gasolina en Imbabura.

3.1 Descripcion del Area de Estudio

El estudio constd de dos fases experimentales: fase uno en el campo la recoleccion del
sustrato, fase dos la parte experimental que se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de
Biotecnologia Aplicada de la Universidad Técnica del Norte en el campus Antiguo Hospital
San Vicente de Paul sede en Ibarra. Se visualizara en la Figura 4 las zonas de produccion de
maiz suave y la division politica de la provincia de Imbabura. Ademas, el territorio se ha
caracterizado por su alta produccion de maiz de 6 627 toneladas del grano con una superficie
5 489 hectéreas destinada para estos cultivos (SIPA, 2021).
Figura 4

Distribucion Espacial del Cultivo de Maiz en Imbabura

Leyenda
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l:l Cantones en imbabura

Nota. Produccion de maiz en Imbabura. Fuente: (Ramirez y Garcia, 2019)
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3.1.1 Seleccion del Area de Estudio y Elaboracion del Mapa

Estos sitios fueron seleccionados después de conocer los antecedentes, sobre el estudio
del rastrojo de maiz en la tesis Caracterizacion de la Biomasa Agro-residual del Maiz (Zea
Mays L) en la Provincia de Imbabura para Produccion de Bioenergia (Ramirez y Garcia, 2019).
Ademas, se tomo con la herramienta Garmin GPSMAP 64sx los datos de las coordenadas,
altitudes los datos obtenidos estan descritos en la Tabla 12 de los tres sitios de San Roque,
Natabuela. e Imbaya en el proceso de recoleccion del rastrojo de maiz, con los datos obtenidos
se elabord el mapa con el programa ArcMap 10.5.
Tabla 12

Recoleccion del Residuo de Maiz en Imbabura

Parroquia Coordenadas UTM Altitud

X Y m.s.n.m.
San Roque 810156 31780 2783
Natabuela 812582 37402 2431
Imbaya 816859 40246 2129

3.1.2 Recoleccion del Residuo

El rastrojo de maiz se adquiri6 en las parroquias anteriormente mencionadas
desarrollando la metodologia de Ronquillo & Nifio, (2018), donde se delimito6 el area de 100
m2 y se procede a cortar con una hoz los residuos al azar. Después haber realizado la cosecha
de la mazorca, obteniendo 15kg de residuos de cada sitio, para este proceso se trabajé con todas
las partes de la planta: flores, hojas y tallos.

3.2 Flujograma para el Proceso de Obtencion de Bioetanol

El Flujograma muestra la informacion que permite visualizar las etapas que se realizd
para la obtencién de bioetanol. Donde se utilizd hongos basidiomicetos con el objetivo de
reducir el contenido de lignina. Ademas, en el proceso de hidrolisis acida se efectlo a diferentes
concentraciones y variacion de tiempo donde se determino las condiciones dptimas mediante
el método acido dinitrosalicilico. Consecutivamente se efectuo la fermentacion de los jugos
glucosados en un periodo de 8 dias en un ambiente controlado, el proceso de destilacion de

bioetanol se realiz6 a 78°C estos procesos se indicaran en la Figura 5.
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Figura 5

Flujograma del Proceso de Obtencion de Bioetanol

Tratamiento del material lignocelulésico — Hidrolisis acida
Preparacion del sustrato Preparacion del reactivo DNS
Obtencién del micelio de hongos Curva de calibracion de la Glucosa
T I
Preparacion del sustrato previo a la inoculacién Requlacion de pH
| |
Inoculacién del micelio Activacion de la levadura
Incubacién del micelio Fermentacién
Secado del sustrato colonizado = Destilacion y obtencion de bioetanol

3.2.1 Tratamiento del Material Lignocelulésico

El sustrato de maiz fue cosechado con una hoz, se procede a secar de forma natural en
exposicion del sol en un tiempo de ocho dias. Consecutivamente se procede a cortar el rastrojo
de 3 a 5cm de didmetros, inmediatamente los residuos fueron guardados en fundas plasticas
tanto para los residuos de Imbaya, San Roque y Natabuela previamente designando las letras

A, By C respectivamente.

3.2.2 Pretratamiento Mecanico Para el Sustrato

Es un pretratamiento mecanico que se realiza a los sustratos con el objetivo de
incrementar el grado de polimerizacion con un molino de corte marca (pulverisette fritsche)
para reducir el tamafio de la particula obteniendo muestras de 2 mm siguiendo la metodologia
descrita por Rezania et al., (2020). Esto se realizd con los rastrojos de los diferentes sitios, para
evitar que se mezclen estas muestras se codificaron con sus respectivas letras, como se describe

en el anexo A.

3.2.3 Obtencidn del Micelio de Hongos

El micelio se adquirio a la empresa INTIWASI que presenta todos los productos en la
siguiente pagina web (https://intiwasi-ec.com/) son productos naturales, encargada a la
reproduccion de hongos, y comercializacion de semillas de diferentes especies. Ademas, se
guardd el micelio, en refrigeracion a una temperatura de 4°C hasta su utilizacion. Con el
proposito de la conservacion del micelio se utilizd un medio de cultivo para hongos PDA
(Potato Dextrose Agar) metodologia establecida por Sardar et al., (2015).
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Por tal motivo, se realizo réplicas del hongo Pleurotus ostreatus para la preservacion
de la especie, degeneracion y evitar el envejecimiento. Posteriormente, se utilizaron 3 cajas
petri con medio PDA como indica en el anexo B, donde se procedi6 a sembrar un grano de
micelio de Pleurotus ostreatus en el medio. Ademas, el proceso de incubacién se desarrollé a
una temperatura constante de 25°C en total oscuridad, al mismo tiempo, se evalud el tiempo de
colonizacién dentro de la caja petri y tomando mediciones de crecimiento cada tres dias con
un pie de rey digital para medir en forma radial la colonizacién de los hongos, se realiz6 como
lo indico Cotes et al., (2022) y Garcia et al., (2020).

3.2.4 Preparacion del Sustrato Previo a la Inoculacion

Las condiciones Optimas para el desarrollo del micelio en el sustrato el factor principal
es la humedad que se debe mantener en un 65%, para llegar a esta concentracion de humedad
se utilizara 300 ml de agua para 100 g de sustrato seco, y con respecto al pH se trabajé con 5
utilizando la colocacion de Cal (CaO) y Yeso al 0.5% por cada 100 g de peso himedo, se efectu6
el proceso reportado por Holgado et al.,(2019). Ademas, se replicé el proceso con las muestras
de los tres sitios. Con la finalidad de eliminar microorganismos presentes en el sustrato se llevd
a autoclave durante 1 hora, a una presion de 15 psi y a una temperatura de 121°C para el
crecimiento adecuado del micelio, con un total de 48 tratamientos todo el proceso se describe
en el anexo C se baso en el metodologia de Filippi et al., (2019).

La inoculacion del micelio en el sustrato se trabajé a una temperatura de 22°C dentro
de una cdmara de flujo laminar con la mayor asepsia para evitar contaminaciones, colocando

5% micelio con la relacién del peso humedo donde se utilizé el método de Ruby et al., (2015).

3.2.5 Inoculacion del Micelio en el Sustrato

El proceso constd de tres sustratos provenientes de San Roque, Natabuela, e Imbaya
que fueron inoculados con Pleurotus ostreatus En esta actividad se aplicé dos tecnicas de
sembrado como indica la Figura 6: La primera técnica de voleo se basa en colocar el sustrato
y micelio consecutivamente en capas superpuestas y en la parte superior se coloco una liga,
utilizando la técnica indicada por Donado, (2014). En el segundo el sustrato se utilizé técnica
de siembra tresbolillo donde se aplano el sustrato y ubico el micelio en las dos caras laterales
y sellandolo con cinta adhesiva se realiz6 la metodologia descrita por Fajardo et al., (2022) y
Vargas & Lopez, (2019)
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Figura 6
Inoculacion con Micelio Técnica (a) y (b) en Sustrato de Maiz
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3.2.6 Incubacion del Micelio en el Sustrato

El proceso de incubacion del micelio de Pleurotus ostreatus se realizé en un cuarto
oscuro provisto de un calefactor para mantener la temperatura de 28°C y la humedad del 65%
(Garcia et al., 2021). Aproximadamente la colonizacion total del micelio se realizara en un

periodo de cinco semanas (Varnero et al., 2015).

3.2.7 Secado del Sustrato Colonizado

Se realizd en la estufa a una temperatura de 105°C tomando 3 muestras de 25¢g de cada
sitio, registrando el peso en intervalos de una hora hasta estabilizar las muestras donde se
determiné el contenido de humedad, utilizando la metodologia de Santana et al., (2017). El
porcentaje de humedad se obtiene por diferencia de pesos utilizando la siguiente férmula.

%H = EP%x100
bl
Donde:
%H= porcentaje contenido de humedad
Pl = peso inicial
DS = peso seco

Ademas, el resto de las muestras fueron secadas a la temperatura pertinente y
consecutivamente trituradas en una pulverizadora (fritsche) obteniendo residuos de 0.5 mmy
guardado en fundas. Este proceso se utiliz para evitar contaminacion en las muestras por

diferentes elementos patoldgicos como por ejemplo el penicillium.
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3.2.8 Hidrolisis Acida

Basados en la metodologia de Montafiez et al., (2014) mediante el disefio experimental
de Box-Behnken donde se determind los parametros constantes: la temperatura de 121°C, la
presion de 15 psi y una relacion solido liquido de 1:10 p/v. Las variables a seleccionar son el
tiempo de 15 y 30 minutos y la concentracion de &cido de 1, 2, 4 y 6 (%) como referencia a la
metodologia de Congsomjit & Areeprasert, (2021). Cabe recalcar que cada experimento se
realiz6 por triplicado obteniendo 72 unidades experimentales para los sustratos de los tres
sitios, luego se selecciono el mejor tratamiento que fue a una concentracion de 1% de acido
mediante al analisis estadistico en el programa Infostat con un 5% de error, todo proceso esta

descrito en el anexo D.

3.2.9 Regulacion del pH

Los jarabes glucosados que fueron obtenidos se regul6 el pH a 3, 4 y 5 para las
diferentes muestras de los tres sitios obteniendo 27 unidades experimentales para realizar el
proceso de fermentacion con la levadura Saccharomyces cerevisiae. Para esto se utilizé un pH
metro para medir e igualar a lo requerido, se afiadié Hidroxido de Sodio (NaOH) 2 molar (M)
para aumentar el pH basados en la metodologia descrita por Dominguez et al.,(2015). Esta
concentracion se ha utilizado para estabilizar las demés muestras, siguiendo la técnica, que para
obtener esta solucion se necesitd 8g de NaOH en 100ml de agua destilada y se procedié a

guardar la solucion en un frasco &mbar hasta la utilizacion.

3.2.10 Activacion de la Levadura

Para activar la levadura se utilizé 20ml de agua tibia, se adiciona 0.4g de levadura activa
seca, 3¢ de azUcar y se deja reposar a una temperatura ambiente reposar 15min, para después
colocar en cada biorreactor 10ml de indculo como lo indicé Gémez et al., (2015). Cabe recalcar
que la levadura utilizada, se cultivd en condiciones anaerdbicas a la temperatura de 30°C

utilizando las condiciones de Melgarejo et al., (2019).

3.2.11 Fermentacion

Se utilizé matraces de 125 ml, que fueron sellados con un tapén de caucho y una
manguera para eliminar el CO2 producido durante el proceso de fermentacion, este proceso se
realizd en una incubadora con agitacion a una temperatura constante de 30°C y a 200 rpm,

realizado en un periodo de ocho dias (Montiel y Romero, 2015). Los parametros a seguir fueron
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la concentracion 50ml de acido sulfurico a una concentracion del 1% trabajando con una masa
de 5 g del material delignificado una relacion 1:10 so6lido liquido se obtuvo los jarabes

glucosados regulados el pH 3, 4 y 5 e inoculados con 10ml de levadura activada.

3.2.12 Destilacion

Este proceso se efectué con un equipo de destilacion, donde se coloco el liquido
fermentado en un matraz aforado de 100ml y se procedio a destilar el bioetanol a una
temperatura de 78°C como muestra la Figura 7. Este producto se tomé en tubos eppendorf,
ademas, el equipo consta de un termometro que permite observar la variacion de temperatura
que se debe mantener a 78°C utilizando la metodologia de Montiel y Romero (2015). El proceso
de fermentacion y destilacion estan dispuestos en anexo F.

Figura 7

Destilacion de Bioetanol

3.3 Materia Prima con Potencial para la Produccion de Bioetanol en la Provincia de
Imbabura

El potencial de residuos que no fueron aprovechados y generados dentro de la provincia
de Imbabura como una resefia historica desde el afio 2013 al 2021 esta informacion se encuentra
en el SIPA de los respectivos afios mencionados. A la vez, se conoce mediante el estudio de
Ramirez y Garcia (2019) la cantidad de residuos que se ha generado en una hectarea que es de
9.10 tonsec/ha. Hay que tomar en cuenta que no se puede utilizar toda la materia para fines
energeéticos, se debe prevenir la erosion de los suelos dejando el 30% de residuos en el area
como se muestra en la Tabla 13 (Veldzquez et al., 2017). Para el afio 2021 la provincia de
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Imbabura cultivo 5 489 hectareas de maiz dejando el 30% del sustrato en el suelo el aporte con
los residuos de maiz es de 34 978 tonsec de materia para producir bioetanol.
Tabla 13

Perspectiva de la Produccién Agricola

Ao Total (ha) tonsec 30% Materia tonsec
2013 2 461 22 403 6721 15 682
2014 7501 68 284 20 485 47 799
2015 6 925 63 041 18912 44128
2016 7076 64 415 19 325 45091
2017 5 868 53418 16 026 37 393
2018 7137 64 970 19491 45 479
2019 5630 51 252 15 376 35876
2020 5809 52 881 15 864 37017
2021 5489 49 968 14 990 34978

Nota. tonsec es igual a toneladas secas

3.3.1 Rendimientos de Etanol

El microorganismo comdnmente utilizado Saccharomyces cerevisiae, en el proceso de
fermentacion para la obtencion de etanol con unos rendimientos cercanos al maximo teorico
(0.51ml/g) (Virreira et al., 2014). En la evaluacion del proceso se usan diferentes indicadores,
el primero de ellos es el rendimiento volumétrico (nm), que se define como el volumen del

etanol obtenido (v) por gramo de materia prima (mp) usada en base seca (Robles et al., 2018).

v
nm = —me100
nm =Rendimiento de alcohol obtenido

3.3.2 Evaluacion del Bioetanol con Respecto a los Sitios

Se utilizo el Software InfoStat utilizado para el analisis estadistico donde admiten 3
tipos basicos de variables: Numéricas, Categoricas y Fechas. Ademas, tiene un avanzado
sistema que permite un alto nivel de productividad (Robledo et al., 2014). El analisis estadistico
que se realizo con respecto a la evaluacion de los tres sitios, con un error del 5% por el cual el

analisis es no paramétrico.

3.4 Analisis del Aporte de Bioetanol E10 en Imbabura
Dentro del primer objetivo obtendremos los rendimientos de etanol que nos permiten

extrapolar con la cantidad de materia disponibles teniendo en cuenta que un 30% de los
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residuos tienen que quedarse en el suelo para evitar la erosion se selecciond este método
utilizado por Velazquez et al., (2017) con la produccion de bioetanol que se generaria si fueran
tratados adecuadamente, realizamos una extrapolacion de etanol con respecto al rastrojo de
maiz generado teniendo en encueta que la produccion a nivel industrial presentara una pérdidas
de 0.8% segun Oliva & Ballesteros,( 2015) se realiz6 la comparacion de la produccién generada
versus la demanda dentro de la provincia de Imbabura como se indicé anteriormente en la tabla

8 el consumo de gasolina en la provincia de Imbabura.
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Capitulo IV
Resultados y Discusién

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en el proceso de la investigacion de

acuerdo con los objetivos propuestos.

4.1 Distribucion Aleatoria del Maiz
Las muestras de maiz obtenidas en tres sitios estan indicadas en el mapa de Imbabura e

ilustradas en la Figura 8. Segun Arellano y Houbrom, (2015) indicé que la composicién de los
residuos lignocelulésicos varia de acuerdo a la temperatura y precipitaciones. La temperatura
promedio de Imbabura va desde 13°C a 27°C y los datos obtenidos por Gobierno Municipal de
Antonio Ante (2017) muestran la temperatura promedio de los sitios de estudio de San Roque
14°C, Natabuela 15°C e Imbaya 24°C (Grover et al., 2015). Otro factor son las precipitaciones
que afectan con relacion a la materia seca generada, es asi que en San Roque hubo 1025
mm/mes, Natabuela 635 mm/mes e Imbaya 612 mm/mes, ademéas se ha demostrado que
mientras mas frecuencia de precipitaciones aumenta la produccion de residuos de biomasa a
un estimado de 12.23 tonsec/ha en San Rogue como lo demostraron Ramirez y Garcia (2019).

Figura 8
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4.2 Réplicas de Hongos Pleurotos ostreatus en PDA

Cabe recordar que el periodo de crecimiento del hongo en el medio PDA fue de 15 dias,
y al tercer dia se midi6 0.62 cm2, al noveno dia fue de 6.86 cm? y en el décimo quinto dia la
colonizacion fue total en la caja petri el crecimiento en cm? por dias del hongo como se muestra
en la Figura 9. Por otro lado, obteniendo un coeficiente de determinacion lineal de R2 = 0.967
lo que significa que el crecimiento cumple rigurosamente una tendencia lineal. También
Cafiedo y Ames (2014) afirman que el hongo Pleurotus djamor realiz6 una colonizacion total
en caja petri en un mismo medio en un periodo de 20 dias. Después de tiempo determinado se
tiene una cepa pura que a la vez puede ser utilizada para diferentes fines como la elaboracion
de micelio para la produccién, comercializacion como lo menciona Tinoco y Sanchez (2022).

Figura9
Colonizacion del Hongo en PDA
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4.3 Estandarizacion del Sustrato previo a la Inoculacion
Se determind que para las siguientes masas de 200, 250 y 350 (g) la cantidad adecuada

de agua destilada es de 600, 750 y 1050 (ml) respectivamente (Ruby et al., 2015). En la

investigacion se trabajo con masas de 800, 1000 y 1400 (g) respectivamente, se colocé cal y

yeso 4, 5y 7 (g) a estos sustratos mencionados que permitié un 6ptimo crecimiento del hongo

en el sustrato (Holgado et al., 2019).

Tabla 14

Estandarizacion del Pretratamiento del Sustrato

Cantidad de Tamafio de Agua destilada  Masa peso himedo N° de Cal Yeso No. Total
masa (g) particula (mm) (ml) 9) tratamientos  (Q) (9) Muestras
tomadas
200 2 600 800 4 4 4 3 12
250 2 750 1000 5 5 5) 3 15
350 2 1050 1400 7 7 7 3 21

Nota. Caracteristicas adecuadas para el sustrato previo a la inoculacion
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4.4 Incubacion del Micelio

La técnica (a) tiene un tiempo de colonizacion de 10 semanas (Donado, 2014). La
técnica (b) tiene un tiempo de colonizacion de 5 semanas obteniendo Gptimos resultados con
esta la siembra tresbolillo (Vargas & Lopez, 2019). Después de aplicar las dos técnicas se
concluye que la técnica (b) es mas eficiente, la misma que se utilizé en todo el proceso de
delignificacion, y esto se debe a la colocacion de las semillas y al tener una adecuada
distribucion del micelio en el sustrato. La técnica (a) al haber sido una siembra de capas con
micelio, estas fundas con sustrato presentan un diametro del lateral con el opuesto tiene una
distancia de 5cm aproximadamente que influyd en el crecimiento para que este no sea
uniforme, mientras que el segundo tiene un diametro lateral con el opuesto de 2cm.

Para aumentar la eficiencia del crecimiento del micelio el sustrato tiene que ser rico en
fibra y carbohidratos para un mejor desarrollo (Ruby et al., 2015). Otros autores mencionan la
relacion C/N donde utilizan diferentes concentraciones como aserrin, cafia de azucar, restos de
café para los tallos de maiz obteniendo una colonizacion de 5 semanas (Garzon & Cuervo,
2015). En otro estudio para aumentar el nitrogeno se utiliz6 salvado de trigo en las muestras de
maiz (Juma y Garcia, 2019). En este estudio no influye la relacion C/N, es méas determinante

manejar la distribucion de micelio en el sustrato.

Figura 10

Técnica (a) Tiempo de Colonizacién en el Sustrato
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Figura 11
Técnica (b) Tiempo de Colonizacién en el Sustrato
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4.5 Secado del Sustrato Colonizado

Los diferentes sustratos delignificados fueron secados en un tiempo de nueve horas con
masa de 25¢ para los tres sitios como indica la siguiente Figura 12. Esta figura muestra el
tiempo de secado del sustrato de los tres sitios evaluados. Los sustratos estuvieron expuestos a
condiciones similares durante todo el proceso de delignificacion, como fue la humectacion del
sustrato, incubacion del micelio en la misma area manteniendo la temperatura y la humedad
igual, dando como resultado un tiempo de secado de 9 horas.
Figura 12 Tiempo de Secado del Material Delignificado
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Ademas, los tiempos de secado son similares para los tres sitios, mientras que en otros
estudios como de Ramirez y Garcia (2019), varia dependiendo de la muestra como fue el tallo
del maiz con 12 horas, mientras que las hojas de maiz tienen un tiempo de secado de 4 horas y
30 minutos esto obedecera al tamafio y caracteristicas de las muestras teniendo en cuenta que

de los tres sitios el didmetro de las ejemplares es de 2cm. La humedad de los sustratos esta
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indicada en la siguiente Tabla 15 teniendo como una humedad media para los residuos de San
Roque es de 80.04% para Natabuela es de 79.78% e Imbaya 82.31% la humedad influye en los
rendimientos de bioetanol a mayor cantidad de humedad el rendimiento baja.

Tabla 15

Contenido de humedad de los sustratos delignificados

Sitios Peso inicial (g) Peso final ( g) Contenido de Humedad (%)
San Roque 25 4.83 80.68
25 5.29 78.84
25 4.99 80.04
Natabuela 25 5.09 79.64
25 5.08 79.68
25 5.07 79.72
Imbaya 25 5.49 78.04
25 4.47 82.12
25 4.92 80.31

4.6. Evaluacion de Hidrdlisis Acida

En la concentracion de azucares se obtuvo los siguientes resultados para una
concentracion de 1% de H2SO4 en un tiempo de 30 minutos para los residuos de San Roque
1.490 mg/ml, Natabuela 1.345 mg/ml e Imbaya 1.343 mg/ml. Si se trabaja a concentraciones
del 6%, se observo que la concentracion de azucares disminuye para San Roque 0.327 mg/ml,
Natabuela 0.322 mg/ml e Imbaya 0.247 mg/ml caso contrario en un tiempo de 15 minutos se
ha determinado la concentracién disminuye para San Roque 1.119 mg/ml, Natabuela 0.970
mg/ml e Imbaya 0.746 mg/ml demostrando que la concentracion adecuada es al 1% y se trabajo
a esta solucién a todos los sustratos en un tiempo de 30 minutos. Se selecciond el adecuado
tratamiento de la concentracion de acido sulfurico y tiempo, mediante el test: LSD Fisher
demostrando que se obtienen Gptimos rendimientos a la concentracion de 1% y con relacién a
la variacion de tiempo es de 30 min se puede observar que presentan diferencias significativas
(p>0.05) en todos los sitios de estudio. Ademas, los datos obtenidos estan en el Anexos E. Se
observa que para efecto de concentracion de H2SOa, al aumentar ésta la concentracion de
azucares reductores disminuye (Morales et al., 2021). Otras investigaciones se han realizado a
una concentracion de 0.5% se obteniendo maximos rendimientos (Arellano & Houbrom, 2015).

Congsomjit & Areeprasert, (2021) y Jiménez et al., (2018) también coinciden que la
concentracion adecuada es al 1%. En esta investigacion se ha demostrado que el aumento de la
concentracion de acido sulfarico disminuye la concentracion de azucares reductores en las

muestras, como se indica en la siguiente Tabla 16.
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Tabla 16 Contenido de Glucosa en las Muestras de Hidrdlisis Acida

Contenido de Glucosa en las Muestras de Hidrolisis Acida

t Acido Sulfarico SR Concentracion N Concentracion I Concentracion

(min) (%) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
30 1 1.490 1.345 1.343
15 1 1.119 0.970 0.746
30 2 0.914 0.994 0.878
15 2 0.863 0.650 0.366
30 4 0.642 0.594 0.531
15 4 0.341 0.298 0.271
30 6 0.327 0.322 0.247
15 6 0.254 0.221 0.138

Nota: t: tiempo SR: San Roque, N: Natabuela e I: Imbaya
4.7 Rendimiento de Etanol

El bioetanol que se generd a partir de 5g de residuos delignificados se obtuvo los
siguientes rendimientos de bioetanol extrapolando para 1 g de los diferentes sitios de estudios
que se observa en la Tabla 17 la temperatura influye cuando es menor los rendimientos
aumentan. Los rendimientos minimos de bioetanol se obtuvieron a partir de un pH de 3 para
Natabuela e Imbaya que es de 0.10 ml de etanol por g de residuos delignificados, mientras que
para San Roque es de 0.13 ml/g los rendimientos maximos se realizé con un pH de 5 obteniendo
0.25 ml/g de etanol por cada gramo de residuos delignificados para los residuos de San Roque
otros estudios se han obtenido con residuos de moringa se produjeron 0.13 ml de etanol por
cada gramo de moringa seca obteniendo un rendimiento similar con los residuos para un pH de
4 en Imbaya y Natabuela (Tudge et al., 2021).

El analisis no paramétrico mediante la prueba de Friedman demostré que el rendimiento
optimo de etanol se obtiene con un pH 5 y a la vez lo indica Dominguez et al., (2015). Ademas,
es un factor que permite evidenciar que influye para el crecimiento de la levadura, en la
transformacion de los azucares reductores a bioetanol. Para los sitios de Imbaya y Natabuela
estos no presentan variacion de rendimiento de etanol como una media general, teniendo 0.72
ml por cada 5 g, sin embargo, es minimo con respectd a San Roque. Se presenta como media
general 0.86 ml de bioetanol a partir de 5g estos datos estan en Anexo F.

Tabla 17

Obtencion de Bioetanol con Rastrojo de Maiz

Tratamiento Bloque Respuesta ( ml/g)

pH3 N 0.10
pH4 N 0.13
pHS N 0.21
pH3 | 0.10
pH4 I 0.13
pH5 | 0.21
pH3 S 0.13
pH4 S 0.14
pH5 S 0.25
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El factor que influye en estos resultados es la concentracion de lignina como se ha
indicado en la anterior Tabla 11 en el estudio de Ramirez y Garcia (2019), donde presenta los
residuos de San Roque con menos concentracion de lignina con 5.27% mientras que los
residuos de Natabuela 9.81% y finalmente Imbaya con 11.23%. Otro factor que interfiere en el
proceso de obtencidon de bioetanol y que se vio en el presente estudio es que a mayor
concentracion de lignina disminuye el rendimiento de etanol y también lo indica Rezania et al.,
(2020). Los rendimientos de bioetanol se obtuvieron a partir de los datos obtenidos mediante
la prueba de LSD Frisher y se ha determinado para un gramo obteniendo los siguientes
resultados obteniendo 0.17 ml/g para los residuos de San Roque y similar para el rendimiento

para Natabuela e Imbaya de 0.14 ml/g.

4.9 Extrapolacion del Bioetanol para una Tonelada

Después de obtener los rendimientos de bioetanol se procedid hacer el calculo para una
tonelada para este proceso no se realizd con el rendimiento 6ptimo que fue de 0.86ml obtenidos
con 5 gramos en San Roque. Para la extrapolacion se hizo con las cantidades de bioetanol de
0.72ml obtenidas de Natabuela e Imbaya al no tener diferencias significativas entre ambos
residuos dentro de la provincia de Imbabura. Extrapolamos para una tonelada de rastrojé de
maiz que producira 172 I/ha. Otros estudios demuestran la produccion de bioetanol es de 40
litros de bioetanol por tonelada de sorgo (Rogel & Ayala, 2017). Se calcul6 los litros de
bioetanol que se generarian anualmente por toneladas de materia seca como se muestra en la
siguiente Tabla 19. La produccion a nivel industrial presenta pérdidas del 0.8% por deficiencia
del proceso como las reacciones de la levadura (Oliva & Ballesteros, 2015), asimismo se
transformé de litros a galones donde la equivalencia de un galon es igual a 3.79 litros para el

afio 2021 tendremos una produccion de 1.57 millones de galones transformando los residuos a

bioetanol.
Tabla 18
Perspectiva de Bioetanol que se Genera Anualmente en Imbabura
Afio Materia en miles  Millones de (I) de  Pérdida  Millones de (I) Bioetanol en
de (tonsec) bioetanol () bioetanol millones de (gal)
2013 15.67 2.69 21570 2.67 0.70
2014 4778 8.21 65 747 8.15 2.15
2015 4411 7.58 60 698 7.52 1.98
2016 45.07 7.75 62 021 7.69 2.03
2017 37.37 6.42 51433 6.37 1.68
2018 45.46 7.81 62 556 7.75 2.04
2019 35.78 6.15 49 233 6.10 1.61
2020 35.85 6.16 49 330 6.11 1.61
2021 34.96 6.01 48 111 5.96 157

Nota. La pérdida es de 0.8%
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4.10 Ahorro de combustible en la provincia de Imbabura

La provincia de Imbabura en los afios 2013 hasta el 2021 se ha incrementado el
consumo de gasolina por el crecimiento automotriz demandando mas este recurso, en los afios
2020 y 2021 se ha visto una disminucion debido a la pandemia de COVID-19. Al convertirlos
residuos agrarios en bioetanol estaria generando anualmente 1.8 millones de galones de
bioetanol anualmente dentro de la provincia de Imbabura con la utilizacidn del rastrojo de maiz
cabe indicar que la produccion no abasteceria con la demanda en ningun afio especificamente
y para el afio 2021 el volumen consumido fue de 30.40 millones de galones y la produccién a
partir de residuos seria de 1.57 millones de galones como se muestra en la Tabla 19.
Tabla 19

Consumo de Gasolina en la Provincia de Imbabura y Produccién de Bioetanol

i Consumo en Pro@uccién c!e bioeta_nol con _Utilizacic')n del_ 10% de
Afos ; rastrojo de maiz en (millones de  bioetanol en (millones de
(millones de gal)
gal) gal)
2013 24.20 0.71 2.42
2014 25.89 0.22 2.59
2015 26.83 0.19 2.68
2016 27.30 2.03 2.73
2017 28.69 1.68 2.86
2018 31.10 2.04 3.11
2019 31.68 1.61 3.16
2020 24.57 1.61 2.45
2021 30.40 1.57 3.04

4.11 Aporte Economico al Pais

Ecuador tiene que importar nafta de alto octano para cubrir la demanda de combustibles
dentro del pais teniendo que destinar los recursos ecuatorianos para este fin, otro factor son los
subsidios otorgados por el Gobierno parte de la economia de los recursos monetarios se ha
destinado a esta actividad (Hernan y Nelson, 2018). En la Tabla 20 se observara los galones
que se generan a partir de los residuos de maiz dentro de la provincia de Imbabura. A la vez
estos se transforman a barriles teniendo en cuenta que 1 barril es igual a 42 galones y el costo
ingresos que beneficiarian al pais con la implementacion y desarrollo de los biocombustibles
de segunda generacion el ahorro que presentara al pais es de 3.35 millones de dolares para el
afio 2021.
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Tabla 20

Ahorro Econémico

Afos  Produccién Anual de Barriles Délares/barril Ahorro en millones de
bioetanol (galones) producidos ddlares
2013 0.71 16 824 131.73 2.22
2014 2.15 51 280 120.41 6.17
2015 1.99 47 342 78.48 3.72
2016 2.03 48 374 62.20 3.01
2017 1.68 40116 72.15 2.89
2018 2.05 48 791 78.99 3.85
2019 1.61 38 400 75.75 2.91
2020 1.61 38 475 62.46 2.40
2021 1.57 37525 89.16 3.35
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Capitulo V

Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

A nivel de laboratorio se ha demostrado que la técnica de siembra tresbolillo es méas eficiente
en el proceso de delignificacion ademas en la hidrolisis &cida se ha confirmado que la glucosa
maxima se obtiene a una concentracion del 1% en el tiempo de 30 minuto y finalmente en el
proceso de fermentacion se definié que en el pH 5 se consigue los mejores rendimientos en el

proceso de obtencion de bioetanol.

Los rendimientos de bioetanol es 0.17ml/g con los residuos de San Roque, mientras que
Imbaya y Natabuela presentan un similar rendimiento de 0.14ml/g. Demostrando la hipétesis
alternativa donde el rendimiento de bioetanol con rastrojo de maiz es diferente para cada zona

de estudio, sin embargo, la biomasa residual de Imbaya y Natabulea son similares.

La aportacion de bioetanol con rastrojo de maiz tratados adecuadamente alcanza
generar 1.58 millones de galones que solo abasteceria cubrir el 51.84%, mientras que la
demanda de la gasolina dentro de la provincia de Imbabura en el afio 2021 que es de 30.4
millones de galones por lo que no cubriria la demanda local y habria que utilizar otras materias

prima como bagazo y rastrojo de frejol.

5.2 Recomendaciones

Se deberia tratar el proceso de hidrdlisis &cida con diferentes variaciones de tiempo
experimentando a 30 60 90 min para conocer como influye en este proceso para la obtencion
de bioetanol, debido a que diferentes autores indican que a mas tiempo aumenta la

concentracion de azucares.

Al realizar otros estudios se tendria que variar los sitios mas dispersados como son

Cotacachi, Ibarra y Pimampiro por variaciones de altitudes, temperaturas y suelos.

Se convendria realizar estudios sobre el frejol con un alto potencial para genera

bioetanol y cubrir la demanda dentro de la provincia de Imbabura.
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Previo al proceso de secado se deberia aprovechar el proceso de fructificacion, si se
Ilevara en condiciones Optimas se obtendria cuerpos fructificados en un periodo de 15 dias

generando fuentes de alimentacion.
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ANEXO A

Recoleccion de los sustratos y la preparacion

Materia prima

e Residuos de maiz San Roque

e Residuos de maiz Natabuela

e Residuos de maiz Imbaya
Materiales

Costales
Marcadores
Fundas plésticas
Cuchillo de sierra
Pulverizador

e GPS
Procedimiento

15 (kg)
15 (kg)
15 (kg)

PR, P wkR®

a) Se procedio a la recoleccidon de los sustratos de los tres sitios, y mediante el instrumento

GPS se tomd las coordenadas v la altitud.

b) Las muestras se secaron en el sol, y se recortd en diametros aproximadamente de 3 a 4

cm con un cuchillo y guardadas en fundas con las respectivas designaciones de letras.

c) Dentro de los laboratorios de la BINAM se procede a colocar toda la implementacién

como son las orejeras y una mascara facial para utilizar el pulverizador.

d) Se trituro en la maquina marca (Fritsch Pulverisette), utilizando una malla de 2 cm e

identificando todos los sustratos e identificados.

Recoleccion de los sustratos

Triturado el material a 1cm

Material identificado

Preparacion del sustrato
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ANEXO B
Protocolo de la elaboracion del medio PDA

Método para la conservacion de especies de hongos para tres cajas.

Reactivos
e PDA 2,34 ¢
e Agua destilada 60ml
Equipos
¢ Balanza analitica e Mechero
¢ Bandejas de polietileno e Cajas petri 3 (20ml)
e Agitador magnético con calentador e Papel craft
e Autoclave e Probeta
e Céamara de flujo laminar e Frasco boeco

Procedimiento

e) Se usaron 3 cajas petri, se envolvieron con papel craft y se llevé a autoclave por 45
minutos.

f) Se procedio a pesar en bandejas de polietileno, con una balanza de precision analitica
2.34 (g) de PDA.

g) Semidié en una probeta 60(ml) de agua destilada, se mezcl6 en un frasco boeco agua
y la sustancia PDA y luego se calent6 el medio en un agitador magnético y se llevo
a la autoclave.

h) Se vertio el medio en las cajas dentro de la camara de flujo laminar hasta

solidificarse, este medio puede ser utilizado después de la solidificacién o guardado

en refrigeracion hasta que sea utilizado.

" 3

Preparacion del material ~ Pesar la sustancia PDA Calentar el medio
Preparacién del Medio PDA
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ANEXO C

Preparacion del sustrato se utilizé 200g por cada sitio en la inoculacion del Hongo Pleorotus

ostreatus y de similar manera para el resto de muestras realizando los respectivos calculos.

Materia o sustancias

¢ Sustratos de maiz San Roque 200 (g)
e Sustratos de maiz Natabuela 200 (g)
e Sustrato de maiz Imbaya 200 (g)
e Micelio del hongo Pleorotus 120 (g)
Materiales

Fundas plésticas 12
Autoclave de olla 1
Cémara de flujo laminar 1
Cinta adhesiva 1

Procedimiento

Agua destilada 1800 (ml)
Cal 12 (g)
Yeso 12 (9)

Bandeja de aluminio
Mechero

Marcador

Balanza

P e,k Ww

a) Se procedid a pesar 200g de cada sustrato colocando en diferentes bandejas.

b) En una probeta se toma 600ml de agua destilada se colocara 4 (g) de cal y 4 (g) de

yeso Yy se disuelve, humedecemos el sustrato obteniendo 800 (g) total.

c) Los 800 (g) se procede a colocar en diferentes fundas con un peso de 200 (g)

obteniendo cuatro fundas y designandoles las respectivas letras y sellando con cinta

adhesiva.

d) Llevar a la olla de autoclave después de que la presion llegara a 15 psi se mantendra

durante una hora para eliminar los microorganismos presentes en el sustrato.

Humectacioén del sustrato Olla de autoclave

. ""’__‘?

Material auto clavado

Preparacion del Material para la inoculacion de Pleorotus ostreatus
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ANEXO D

Hidrolisis Acida es un proceso que se indica para 24 muestra y se llevd el mismo proceso

para el resto.

Materia prima o sustancias

Material delignificado 18(9)
Agua destilada 162(ml)
Acido sulfurico al 10% H2SO4 78(ml)
Materiales

Tubos falcén de 50 (ml) 24

Probetas 100 10 (ml) 2

Balanza electronica 1

Tubos falcén de 25 (ml) 24

Papel filtro 4 cm? 24

Embudos de vidrio

Cernidor 4

Olla de autoclave 1

Membretes 24

Frascos de vidrio 3(l) 2

Nomenclatura utilizada en el proceso de hidrdlisis acida como se muestra en el diagrama de

hidrolisis acida.

MDS= Muestra delignificada San Roque MDN= Muestra delignificada Natabuela
MDI= Muestra delignificada Imbaya t1= Tiempo de hidrdlisis acida 1 (15 min)
t2= Tiempo de hidrolisis acida 2 (30 min) CA 1= Concentracion de acido 1 (1% H2S0O.)
CAZ2= Concentracion de acido 2 (2% H2SO4) CA3= Concentracion de 4cido 3 (4% H2SOa4)
CA4= Concentracion de acido 4 (6% H2SO)
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Diagrama de Hidrolisis Acida

Material Delignificado

CAl CA2 CA3 CA4

Nota. La nomenclatura utilizada esta descrita anteriormente

Procedimiento

a) Se etiqueta con los membretes los tubos con las siguientes variables tiempo y la
relacion sélida: liquido.

b) Se procedi6 a pesar un gramo de sustrato delignificado, y se coloca en un tubo falcon
y de similar manera para los 23 tubos.

c) Hacemos diluciones al tener acido sulfarico al 10% H>SO4 realizando los célculos
con la siguiente formula c1V1 = c2Va, para esto se utilizara tres probetas la primera
para medir el agua la segunda el H.s04, la tercera nos permitira mesclar teniendo un
volumen de 60 (ml) que ser& distribuido 10ml en cada tubo, este proceso para las

diferentes concentraciones como muestra la siguiente tabla 22

Tabla 23 )
Diluciones de Acido Sulfarico

c1V1 =c2V2 Una muestra Seis muestras
Concentracion  H,0 H2S04 H0 H2S04
(%) (ml) (ml) (ml) (ml)
1 9 1 54 6
2 8 2 48 12
4 6 4 36 24
6 4 6 24 36
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d) Colamos los tubos en los envases de vidrio y los llevamos a la olla de autoclave
hasta llegar a una presion de 15 psi y a una temperatura de 121°C hasta un tiempo de
15 minutos, y de similar manera a 30 minutos.

e) Filtro con la utilizacion del cernidor y papel filtro y se extrajo el sobrenadante para

guardarlos en tubos falcon de 25 (ml).

Tubos falcon en la olla de autoclave Tubos falcén auto clavados Filtracion del liquido

Hidrélisis Acida
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ANEXO E

Protocolo del DNS esta explicado para 25 muestras y de igual manera para el resto.

Reactivos

e DNS 6250 pl

e Agua destilada 220 ml

e Liquido filtrado 24 (u)
Equipos
Micropipeta de 1000 (ml) 1 Cubetas para espectrofotometria 25
Puntas 52 Espectrofotémetro 1
Tubos de 5(ml) 25 Aluminio (2.5) cm? 25

Procedimiento

a) Se manipulé el filtrado de las muestras anteriores realizadas, con una micropipeta
calibrada a 250 ul con la respectiva punta para cada uno, vertimos en los tubos e
igualmente ponemos agua en un tubo.

b) Entodos los tubos colocamos el reactivo DNS 250 pl y se procede a colocar en cada
uno, cubrimos con papel aluminio los tubos.

c) Para la activacion del DNS se procedid a calentar el agua hasta 100°C, se
sumergieron las muestras por 10 minutos y se extraen después determinado tiempo.

d) Afadimos 2000 ul de agua destilada, tomamos con la micropipeta colocamos en
cada uno de ellos, mesclamos.

e) Tomamos con la micropipeta de 1000 pl de las muestras con su respectiva punta y
colocamos en cada cubeta de espectrofotometro.

f) Se procede a utilizar el espectrofotometro configurando la longitud de onda a 540, y
se utilizara el blanco para calibrar la curva y se procedio a realizar las siguientes

mediciones.

Material para DNS Calentar el medio Utilizacion de las cubetas
DNS

g) Analisis de la hidrolisis acida mediante el programa InfoStat
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Resultados de la Hidrolisis para San Roque

Analisis de la varianza

Variable N R® R A CV
my/ml 24 0,95 0,94 16,13

Cuadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 5,74 4 1,43 &7,%8 <0,0001
Concentracidn ( %) 5,32 3 1,77 121,05 <0,0001
Tiempo (min) 0,42 1 0,42 28,75 <0,0001
Error 0,28 1% 0,01
Total 6,02 23

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,14624
Error: 00,0146 gl: 19
Concentracion ( %) Medias n E.E.

& 0,13 6 0,05 &

4 0,58 & 0,05 B

2 0,87 & 0,05 C

1 1,43 6 0,05 D

Medias con una lestra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,10340

Error: 0,014& gl: 19

Tiempo (min) Medias n E.E.

Stz 0,62 12 0,03 A

Stl 0,88 12 0,03 B

Msdias con una lestra somin no son significativaments difersntes (p > 0,05)

Analisis mediante test: LSD Fisher para Natabuela

Analisis de la varianza

Variable N R®= R® R CW
mg/ml 24 0,982 0,80 15,83

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo 3,86 4 0,%6 51,13 <0,0001
Concentracion | %) 3,26 3 1,09 57,6% <0,0001
Tiempo (min) 0,60 1 0,60 31,67 <0,0001
Error 0,36 19 0,02

Total 4,22 23

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,16589
Error: 00,0188 gl: 19
Concentracion | %) Medias m E.E.

& 0,27 & 0,06 A
4 0,45 & 0,06 B

2 0,82 6 0,06 C

1 1,23 6 0,06 D

Medias con una lstra comuin no son sigrnificativaments difersntes (p > 0,05)

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,11730

Error: 0,0188 gl: 19

Tiempo (min) Medias n E.E.

5tz 0,53 12 0,04 &

5tl 0,85 12 0,04 B

Medias con una letra comin no son sigrnificativamente diferentes (p > 0,05)
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Analisis Mediante Test: LSD Fisher para Imbaya

Variable N R® Rf Aj CV
mg/ml 24 0,92 0,91 20,93

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. S5C gl CM F p-valor
Modelo 3,21 4 0,80 57,19 <0,0001
Concentracién ( %) 2,39 3 0,80 56,84 <0,0001
Tiempo (min) 0,82 1 0,82 58,24 <0,0001
Error 0,27 1% 0,01
Total 3,48 23
Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,14318
Error: 0,0140 gl: 189
Concentracion { %) Medias n E.E.

3 0,19 & 0,05 &

4 0,40 & 0,05 B

2 0,62 & 0,05 C

1 1,04 & 0,05 D

Msdias con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,10125
Error: 0,0140 gl: 189

Tiempo (min) Medias n E.E.

5t2 0,38 12 0,03 A

Stl 0,75 12 0,03 B

Msdias con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0,05)




ANEXO F

Fermentacion se dara a conocer para tres muestras y de similar manera para los 24 restantes.

Reactivos
e Agua destilada 6 ml
e Liquido hidrolizado 150 ml
Equipos
o Matraces 120 ml 3
. Mangueras 3
. Tapones 3

Procedimiento

Tubos de 5(ml) 5
Incubadora con agitacion orbital 1
Alcohol al 90% 6 (ml)

a) El liquido guardado en los tubos falcon de 50ml y regulado el pH se vertio en el
matraz.

b) Coloco 10 ml de levadura activada en el matraz, ademas, utilizamos un tapén que
presenta un orifico en el centro para la colocacion de la manguera y la eliminacion
de CO2 en producto de la fermentacion, de agua destilada con alcohol.

c) Situamos el matraz en la incubadora con agitacion orbital a una temperatura de 30°C
y a 200 rpm por ocho dias.

d) Pasado ese tiempo se procede a utilizar el equipo de destilacién para la obtencion de
bioetanol siempre manteniendo la tempera a 78°C.

e) La obtencion de bioetanol se pesé el tubo y se procedié a rotular los tubos eppendorf
con las variables del lugar, y el pH.

f) EIl bioetanol se recolecto en los tubos y finalmente se pesé para obtener la cantidad

de bioetanol por 5 gramos de muestra.

= — S 3
=
-
0, " '
» b .

Reactores Incubadora a 30°C Destilacién

a) Proceso de fermentacion y destilacié
g) Evaluacion de rendimiento de bioetanol mediante el programa infostat con respecto

al Ph mediante la prueba de Friedman
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h)

Prueba de Friedman

ph3 phd4 phS I= &
1,00 2,00 3,00 1E30 <0,0001

Minima difserencia significativa sntre suma de rangos = 0,000

Tratamiento Suma (Ranks) Media(Ranks) n

ph3 3,00 1,00 3 4
phd g,00 2,00 3 =
phs 5,00 3,00 3 C

Msdias con una lekra comiin no son sigrificativamente difsrentes (p = 0.050)

Evaluacién de rendimiento de bioetanol mediante el programa infostat con respecto

a los lugares LSD Fisher

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,09052
Error: 0,001 gl: 4

Blogque Medias n E.E.

I 0,72 3 0,02 &

H 0,73 3 0,02 &

5 0,86 3 0,02 B

Medias con upa letra comun no son significativaments difersntes (p » 0,08}
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