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INTRODUCCION

Actualmente el consumo mundial de combustibles fosiles ha ido incrementando, y como
consecuencia a ello se han generado problemas fundamentales como el deterioro del medio
ambiente y el agotamiento de estos recursos no renovables, lo que nos obliga a buscar fuentes
alternativas como el uso de biocombustibles, tal es el caso de bioetanol (Arellano, 2015).
Debido a ello ha surgido la necesidad de velar por la integridad del medio ambiente, preservar
los recursos no renovables y maximizar el potencial uso de productos agricolas que en gran
parte pertenecen a biomasa lignocelulosica rica en polimeros de celulosa y hemicelulosa entre
75-80 %, los cuales, pese a su dificil degradacidn, es posible mediante procesos quimicos,
fisicos y/o bioldgicos desdoblarlos en azucares monosacaridos para su posterior conversion a
etanol (Sanchez et al, 2010).

El material lignocelulésico es atrayente por su bajo costo y alta disponibilidad en diversos
climas y localidades, aunque, el principal obstaculo para su uso es la falta de una tecnologia
asequible para la obtencion de celulosa y su posterior conversion en bioetanol. El uso de
biocombustibles faculta disminuir de forma considerable la acumulacion de gases de efecto
invernadero y evita el uso de combustibles contaminantes (Lynd et al, 2017)

Una forma de obtener bioetanol es mediante la fermentacion de azucares solubles provenientes
de materiales vegetales ricos en azUcar, mediante el uso de levaduras y/o bacterias. El alcohol
de segunda generacion (llamado asi por la fermentacién de azlcares obtenidos a partir de
biomasa vegetal) ha sido considerado como un remplazo al uso de recursos fosiles, ademas se
puede elaborar de manera continua y renovable.

Una opcidn atrayente es la obtencion a partir de materiales lignocelulésicos, siendo su mayor
ventaja no competir directamente al consumo humano y animal lo que permite explotar grandes
cantidades de biomasa. La gran biodiversidad vegetal que posee nuestro pais puede ser
empleada para la obtencion de la materia prima ademas de impulsar un progreso econémico y
tecnoldgico. Bajo esta premisa, se propone estudiar el potencial uso del material lignoceluldsico

de tayanca sometido a hidrolisis enzimatica para obtener etanol.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar el potencial uso del material
lignocelulosico de tayanca (Baccharis microphylla) con la intension de obtener etanol mediante
la hidrolisis enzimatica. Se trabajo en tres etapas. En la primera etapa se tom6 una muestra
representativa del material lignocelulosico de Tayanca y se caracterizo la materia prima, en
cuanto al contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina, a través de las técnicas TAPPI. En la
segunda etapa se realiz6 el pretratamiento del material lingnocelulosico por explosion de vapor
en un reactor de acero inoxidable a una presion de 0.69 a 4.83 MPa y a una temperatura de 160
- 260 °C. En la tercera etapa, la muestra fue sometida a hidrolisis enzimética usando el complejo
enzimatico celulasa Cellic CTec2 incubandose por (24, 36 y 48) horas a 50°C con relacion
enzima sustrato 1/10, 1/50 y 1/200 p/v, con la finalidad de evaluar el mayor porcentaje de
azucares reductores liberados. En la primera etapa que comprende la caracterizacion del
material lignocelulosico se obtuvo 22.01 % de lignina, 41.46 % de celulosa, 18.44 % de
hemicelulosa, 5.01 % de humedad y 3.95 % de cenizas. En la segunda etapa que es el
pretratamiento, el porcentaje de lignina resulto 20.07 %, de celulosa 43.32 % y hemicelulosa
15.17 %. En la tercera etapa que comprende el hidrolisis enzimatico se obtuvo para la relacion
enzima sustrato (E/S) 1/50 p/v en 24 horas de incubacion 0.5581 % de azucares reductores
siendo el tratamiento con mayor porcentaje de azucares reductores en comparacion con la
relacién enzima sustrato (E/S) 1/10 p/v y 1/200 p/v que fue de 0.3885 % y 0.4781 %
respectivamente. Se pudo determinar el porcentaje de hidrolisis alcanzado en el presente trabajo
que fue de 12.77 % para celulosa y 4.89 % para holocelulosa. EI material lignocelulosico de
tayanca contiene bajo porcentaje de azucares reductores por ende no es posible obtener etanol
a partir de la lignocelulosa de tayanca.

Palabras clave: Hidrolisis enzimatica, celulasa, explosién de vapor, etanol.
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ABSTRACT

The objective of this research work was to evaluate the potential use of lignocellulosic material
from tayanca (Baccharis microphylla) with the intention of obtaining ethanol through
enzymatic hydrolysis. It worked in three stages. In the first stage, a representative sample of the
lignocellulosic material from tayanca was taken and the raw material was characterized in terms
of cellulose, hemicellulose and lignin content, through TAPPI techniques. In the second stage,
the pretreatment of the linnocellulosic material was carried out by steam explosion in a stainless
steel reactor at a pressure of 0.69 to 4.83 MPa and at a temperature of 160 - 260 °C. In the third
stage, the sample was subjected to enzymatic hydrolysis using the Cellic CTec2 cellulase
enzyme complex, incubating for (24, 36 and 48) hours at 50°C with an enzyme-substrate ratio
of 1/10, 1/50 and 1/200 p/v, with the purpose of evaluating the highest percentage of reducing
sugars released. In the first stage, which includes the characterization of the lignocellulosic
material, 22.01 % lignin, 41.46 % cellulose, 18.44 % hemicellulose, 5.01 % moisture and 3.95
% ash were obtained. In the second stage, which is the pretreatment, the percentage of lignin
was 20.07 %, cellulose 43.32 % and hemicellulose 15.17 %. In the third stage, which includes
enzymatic hydrolysis, 0.5581 % of reducing sugars were obtained for the enzyme substrate ratio
(E/S) 1/50 p/v in 24 hours of incubation, being the treatment with the highest percentage of
reducing sugars compared to the treatment with the highest percentage of reducing sugars.
enzyme substrate ratio (E/S) 1/10 p/v and 1/200 p/v which was 0.3885% and 0.4781 %
respectively. The percentage of hydrolysis reached in the present work was 12.77 % for
cellulose and 4.89 % for holocellulose.

Keywords: Enzymatic hydrolysis, Cellulose, steam explosion, etanol.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion del problema

El consumo mundial de combustibles fésiles representa el 85,2 % del total en 2017. El
34.2 % corresponde al petroleo, el 23,4 % al gas natural, y el 27,6 % al carbon. Las
energias renovables (edlica y solar principalmente) representan el 3,6 % (lranzo, 2016).
Tres sectores concentran la mayor parte del consumo que representan un total de 75.80
% del consumo final de energia dtil: transporte 33.5 %; industria 27.90 %;y residencial
14.40 %; EI transporte se ha convertido en el principal consumidor de energia, que se
obtiene de la quema de combustibles mayoritariamente fosiles y genera emisiones
gaseosas contaminantes. En el caso de Peru el consumo de energia neta papa el sector
transporte representa el 41.8 %, para el sector residencial el 21,2 %, para el sector
industrial el 19,9 %, y para el sector minero el 7,9 %. (MINEM, 2016).

El consumo descontrolado de recursos no renovables y la emision de diéxido de carbono
hacia el ambiente, nos llevan a proponer nuevas formas de producir combustibles que
sean renovables y mas amigables con el medio ambiente. En tal sentido los
biocombustibles se tornan imprescindibles (Rodriguez, 2012).

Se define biocombustibles a cualquier combustible que se origine a partir de organismos
recientemente vivos o de sus desechos metabdlicos, y que su uso disminuya la demanda
de combustibles fésiles tradicionales de manera considerable (Carmona, 2007) . Se
destacan el biodiesel, el biogas, y el bioetanol, los cuales sustituyen al diésel, gas y
gasolinas, respectivamente.

Se plantea como una alternativa de solucién a los problemas planteados el uso de
biocombustibles de segunda generacidn. La principal caracteristica de este tipo de
biocombustible consiste en la utilizacién de residuos agricolas y forestales. Trabajar con
residuos hace posible que no se entre en conflicto con las fuentes destinadas a la
alimentacion (Pezoa, 2010). Ademas, se disminuye la generacion de gases de efecto
invernadero por la quema de estos residuos (Miniaterio de Erengia, 2011).

Estos residuos agricolas y forestales también son denominados fuentes lignocelulésicas
(Pezoa, 2010). Estas fuentes, como describe su nombre, son sustratos compuestos
principalmente por lignina, hemicelulosa y celulosa. Las tres representan a grandes
polimeros, predominando principalmente la celulosa a causa de la presencia de

monomeros de glucosa.
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El material lignocelulosico es atractivo por su bajo costo y alta disponibilidad en diversos
climas y localidades, sin embargo, el principal inconveniente para su utilizacion es la falta
de una tecnologia de bajo costo para la obtencion de estas.

Grandes cantidades de arbustos son generados en la naturaleza, y en muchos casos se
desconocen sus potencialidades, estos arbustos son alternativas que hacen necesario que
se desarrollen nuevas tecnologias que permitan realizar los procesos necesarios para el
aprovechamiento de los mismos. Esto significaria un desarrollo econdmico, ademas
implicaria reducir la contaminacion ambiental y prescindir el consumo de petréleo, es
mas, para las regiones, podria representar una salida para el sector agricola del pais. Es
por esto que se plantea el uso de bioetanol producido a partir del material lignocelulésico,
para disminuir las emisiones de gases de efecto invernadero.

Teniendo en cuenta los arbustos que se generan en nuestra region, buscamos asi la forma
de aprovechar el material lignocelulosico de tayanca (Baccharis microphylla) producido
en el departamento de Apurimac como una opcion para solucionar este dilema, y ademas
dar un valor agregado a esta planta y pueda ser utilizado para la generacion de un producto
industrial como es el etanol que en la actualidad es empleado como biocombustible. Con
el fin de obtener mejores resultados en cuanto al hidrolisis se estudié los pardmetros mas
adecuados tomando en cuenta las variables como el tiempo de hidrolisis y concentracion
de enzimas. Durante el hidrolisis, por accion de la enzima comercial Novozyme se obtuvo
azucares fermentables para finalmente obtener etanol a partir del material lignocelulosico

de tayanca (Baccharis microphylla).

Enunciado del Problema
1.2.1  Problema general
¢Sera posible hidrolizar con enzima el material lignocelulosico de tayanca

(Baccharis microphylla) para producir azucares reductores y obtener etanol?

1.2.2  Problemas especificos
e ;Sera posible determinar las caracteristicas fisicoquimicas del material

lignocelulosico de tayanca (Baccharis microphylla)?

o ;Sera posible evaluar el efecto de la relacion enzima sustrato y el tiempo de
hidrolisis sobre el porcentaje de hidrdlisis del material ligocelulésico de
tayanca (Baccharis microphylla) para obtener etanol?
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Justificacion de la investigacion

La tayanca (Baccharis microphylla) es un arbusto que crece en la regién de
Apurimac, no es aprovechada con fines industriales, crece naturalmente, pero
generalmente se encuentran en abundancia en terrenos con escases de agua y
pendiente pronunciada, los tallos, hojas y en si toda la planta no es utilizada con
fines industriales, ademas, no tiene ninguna propiedad curativa, alimenticia o
nutritiva.

En los ultimos afios el consumo de energia, se ha intensificado progresivamente
debido al incremento demogréafico mundial.

En la actualidad hablar de biocombustibles es imprescindible. El tema del
calentamiento global es de igual forma uno de los mas mencionados.

Para solucionar, o por lo menos disminuir temporalmente este grave problema,
generaremos energias alternativas como el etanol. Es por ello que se ha
propuesto estudiar la obtencion de etanol a partir de tayanca que es una fuente

lignocelul6sico abundante y renovable como materia prima.
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CAPITULO 1
OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1  Obijetivos de la investigacion
2.2.1 Objetivo general
Evaluar la hidrolisis con enzima del material lignocelulésico de tayanca

(Baccharis microphylla) para producir azucares reductores y obtener etanol.

2.2.2 Objetivos especificos
e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del material lignocelulosico de

tayanca (Baccharis microphylla).

e Evaluar el efecto de la relacion enzima sustrato y el tiempo de hidrolisis sobre
el porcentaje de hidrdlisis del material ligocelulésico de tayanca (Baccharis

microphylla) para obtener etanol.

2.2 Hipotesis de la investigacion

2.2.3 Hipdtesis general
Los parametros de hidrolisis (concentracion de enzimas y temperatura) influyen
en la obtencion de etanol a partir del material lignocelul6sico de tayanca

(Baccharis microphylla).

2.2.4 Hipdtesis especificas
e Las caracteristicas fisicoquimicas del material lignocelulosico de tayanca

(Baccharis microphylla) son favorable para la obtencion de etanol.

e Si el efecto de la relacidén enzima sustrato y el tiempo de hidrolisis sobre el
porcentaje de hidrolisis del material ligoceluldsico de tayanca (Baccharis
microphylla) son optimos, entonces es posible obtener etanol.
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Operacionalizacion de variables
Tabla 1 — Variable descriptivo
Variable Indicador Indice
descriptivo
Porcentaje de
%
celulosa
Caracteristicas Porcentaje de
%
fisicoquimicas hemicelulosa
Porcentaje de
o %
lignina
Tabla 2 — Descripcion de las variables
Variables Indicador indice
VARIABLE INDEPENDIENTE
Relacion enzima/sustrato
y ) ml/g
(E/S) vip Concentracion de enzima
Tiempo de hidrolisis Tiempo Horas
VARIABLE DEPENDIENTE
Contenido de azucares reductores mg
Porcentaje de hidrolisis i
Porcentaje de celulosa %
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1 Antecedentes

a)

b)

Rodrigues Garcia (2015) a partir de biomasa lignocelulésica de cafia de azUcar
(Saccharum Qfficinarum L.)" tuvo como objetivo describir el dptimo tiempo de
fermentacion y el tratamiento de mayor rendimiento de produccién de etanol (ml de
etanol/kg de sustrato). Rodriguez menciona que el bagazo de cafia esta constituido por
41.3% de celulosa, 29.7 % de lignina y 25.5 % de hemicelulosa. El autor empleo el
pretratamiento por extraccion de vapor a 220°C por 10 minutos el cual se realiz6 a base
a 1.5 kg de tallo de cafia de azUcar. Finalmente tuvo como resultado que el tiempo de
extraccion por vapor a 5.00 min es de 1023.72 ml Etanol.kg de sustrato, y supero
estadisticamente al tiempo de extraccién por vapor de 10.00 min que es de 658.56

Etanol.kg de sustrato.

Espinoza Alvarado (2015). En su investigacidén “Obtencién de alcohol etilico a partir
del almiddn de banano (cavendish gigante) en la provincia de el Ooro, el Guabo, 2014 ”.
Llevé a cabo la hidrélisis del almidén que se encuentra en el banano verde con el
proposito de obtener glucosa fermentable mediante tres tipos de enzimas (Termamyl,
Optitherma y glucoamilasa). En esta investigacion el autor inicia el hidrolisis con una
concentracion promedio de 13,42 % de glucosa que dio resultado después de licuar
banano verde y agua en una relacion de 2:1. Que después de 90 minutos de obtuvo en
el hidrolizado concentraciones de 13,1 % de glucosa con la enzima glucoamilasa, 11,02
% con Optitherma y 10,73 % con Termamyl. Con ello determina que el banano verde
es una fuente importante de almidén con 21,2 % de hidratos de carbono (celulosa,
hemicelulosa, azucares reductores y almidon) los cuales pueden ser hidrolizados a

azucares fermentables para la obtencion de etanol.

Rodriguez Droguett (2012). Menciona en su trabajo de investigacion “Efecto del uso
de mezclas de lignocelulosas sobre la produccion de etanol de segunda generacion” que
el porcentaje de celulosa para el rastrojo de trigo es de 30 %, el porcentaje de lignina
es de 15% y el porcentaje de hemicelulosa es de 25 % en peso seco., para el rastrojo de
maiz el porcentaje de celulosa representa el 45 %, el porcentaje de lignina 15 % y

hemicelulosa el 35 % en peso seco y para el residuo de eucalipto el porcentaje de
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celulosa es de 45 %, de lignina 31.3 % y de hemiceluloda 19.2 % en peso seco; después
de someter estos tres sustratos a un pretratamiento bioldgico con hongo de pudricion
blanca en un tiempo de 25 dias para el rastrojo de trigo, 25 dias para el rastrojo de maiz
y 45 dias para el residuo de eucalipto, obtuvo como resultado 14.66 g/l de glucosa para
rastrojo de maiz, 6.14 g/l de glucosa para el rastrojo de trigo y 3.45 g/l de glucosa para
el residuo de eucalipto. A partir de estos resultados el autor afirma la existencia de

diferencias significativas entre los distintos tipos de sustratos.

Barrios Caballero (2014). En su investigacion “Obtencion de azUcares reductores por
hidrolisis térmica a la pifia del Agave Americana L., a utilizarse en la produccién de una
bebida destilada” menciona que la hidrolisis de la inulina del maguey peruano (Agave
Americana L Agave Americana I) ha ido aumentando gradualmente a medida que los
factores del proceso aumentan (tiempo y temperatura), alcanzando una conversion
maxima promedio en ARD de 7.31 £ 0.05 g/100g de mosto (evaluados por el método
de Fheling AOAC958.32), a una temperatura de 110°C en 10 horas de autoclave, sin
embargo a una temperatura de 120°C en 6, 8 y 10 horas respectivamente la conversion
de inulina a ARD, ha sido negativa, ya que ha disminuido, debido al aumento de la
temperatura y el tiempo de exposicion al calor, el autor explica que esta disminucién de
ARD en el zumo se debe a que los azucares han iniciado un proceso de carbonizacion
(adquisicién de color negro en el zumo) y posterior desintegracion total del azucar,
transformando el sabor dulce inicial en amargo. En el proceso de hidrolisis de acido
diluido a la fibra del Agave Americana previo tratamiento por el método hidrotérmico,
obtuvo una concentracion de 9.28 g/L de azucares reductores obteniendo un
rendimiento de 27.84 % con las variables de estudio de 30 minutos, concentracion de
acido (H2SO4) de 8 % y para la hidrolisis acida diluida realizada al tratamiento
seleccionado de expansion por vapor explosion, presento una concentracion de azucares
reductores de 9.41 g/L con un rendimiento de 28.23 %, a condiciones de 30 minutos y
a una concentracion de 8 % de acido sulfurico (H2SO4).

En el estudio “Aprovechamiento del bagazo de pifia para obtener celulosa y bioetanal,
2011 realizaron hidrolisis &cida con H2SO4 en dos fases, en la primera fase (hidrolisis
fuerte), tomaron una relacion residuo/acido de 1/10 (g/mL de &cido) y utilizan H2SO4
Al 72%, este procedimiento se lleva a cabo en un matraz esférico a una temperatura de
30°C durante 1 hora. La segunda fase (hidr6lisis diluida) consistié en adicionar agua a

la primera fase hasta obtener una concentracion de H2>SOs Al 8% Yy posteriormente
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calentarlo a 105°C durante 3 horas. La Hidrolisis realizada en esta investigacion fue a
partir de celulosa y bagazo de pifia seco, los cuales se convirtieron en azucares (glucosa)
por medio de una hidrdlisis acida con H2SOs. En esta hidrolisis, se colocaron 5 g de
materia prima (celulosa o bagazo de pifia) en un matraz esférico con 50 ml H2SO4 al
72 %, y, mantuvieron a 30°C durante 1 hora. Transcurrido el tiempo agregaron 401.5
mL de agua para obtener una concentracion de H2SO4 al 8 % y se calent6 a 105°C
durante 3 horas posteriormente se bajé la temperatura a 3040°C y se filtrd, la solucion
filtrada se neutraliz6 con NaOH al 2N hasta obtener un pH de 5 y finalmente se guarda
en el refrigerador para proceder a realizar la fermentacion. La celulosa extraida del
bagazo de pifia seco, mostré una apariencia porosa y poco flexible, y una coloracion
crema. La conversion obtenida fue del 60 %, ya que de 5 g de bagazo de pifia se
obtuvieron 3 g de celulosa.

Segun (Arellano Perales, 2015) en su tesis titulada “Obtencion de bioetanol a partir de
materiales lignocelul6sicos sometidos a hidrolisis enzimatica” menciona que la cascara
de jastropa curcas antes de ser sometido a pretratamiento contiene 19.87 % de lignina,
57.13% de celulosa y 22.99% de hemicelulosa., y que después de ser sometida a
pretratamiento alcalino contiene 18.27% de lignina, 67.28% de celulosa y 13.79% de
hemicelulosa, el autor demuestra el efecto que tiene el pretratamiento sobre la
hemicelulosa y celulosa principalmente. posteriormente, evalud la hidrolisis enzimatica,
el efecto que tiene la concentracion de enzima/sustrato. Realizo diversos tratamientos
variando la relacién de enzima sobre el sustrato pretratado (E/S): 1:200 p/p, 1:10 p/p, y
1:2 p/p, 1/5 p/p y 1 p/p y una concentracién de 50 g base seca de sustrato pretratado, del
cual concluye que la mayor concentracion de azucares reductores obtenido fue de 13
o/L que corresponde a la relacion enzima/sustrato 1:2 p/p.

Sanchez Ortiz, (2015) en su tesis titulada “Sintesis de Nanoparticulas derivadas de
biopolimeros extraidos de biomasa por métodos térmicos” reporta que la cascara de
cacahuete antes del pretratamiento contiene 38.93 % de lignina, 5.07 % de hemicelulosa
y 32.80 % de celulosa, y después del pretratamiento quimico el contenido de celulosa
aumento a 65.49 %, este aumento es esperado ya que cuando la biomasa se trata con
una solucion alcalina, el area interna superficial del material se incrementa por
hinchamiento y esto causa una disminucion en el grado de polimerizacion y una
separacion en los enlaces estructurales de hemicelulosa y la lignina (Tabil L et al, 2011).
El blanqueo remueve la lignina restante del tratamiento alcalino dejando mas accesibles
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la celulosa (Chen D, et al, 2012). Este cambio en la composicion quimica antes y
después del tratamiento quimico resulta en un mejor grado de cristalinidad de la celulosa
que lleva a mejores propiedades térmicas y mayor resistencia de las nanoparticulas de
celulosa que se podria extraer (Alemdar A, et al, 2008).

3.2 Marco teorico
3.2.1 Tayanca (Baccharis microphylla)

Segln Villers Ruiz et al, (2006) la tayanca (Baccharis microphylla) Se distribuye
del suroeste de E.U.A. hasta Sudamérica.
En el Peru la tayanca tiene un alto rango altitudinal desde los 2800 hasta los 3900
m.s.n.m., segun la zona del pais, esta especie bastante polimorfa, se halla
ampliamente extendida, aunque en forma discontinua, a lo largo de la cordillera de
los andes. Encontrandose en los departamentos de Apurimac, cuzco, Cajamarca,
Ancash y Junin. (Lipa et al., 2015).
La temperatura media mas aparente para su cultivo se encuentra entre los 8 y 19°C
Y no es afectado por las heladas.

3.2.1.1 Clasificacion taxonémica de la tayanca

Tabla 3 — Clasificacion taxondmica de la tayanca (Baccharis

microphylla)
Reino plantae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Clase Magnoliopsida
Geénero Baccharis
Especie B. microphylla
Nombre Cientifico Baccharis microphylla
Nombre comun Tayanca

Extraido de Villers Ruiz et al (2006)

3.2.1.2 Descripcion Boténica
Segun (Navarro et al, 2002) describen a la tayanca como un género de

plantas permanentes y arborescentes, densamente hojosos, normalmente de
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2 hasta 3 m de altura. El tallo generalmente es glabro y a menudo resinosos,
las hojas son ovaladas oblongas o romboidales y de bordes enteros o
aserrados. Las flores son todas floculadas. Hay 10-50 flores estaminadas
masculina, pentalobuladas con corolas blancas a amarillentas; las pistiladas
femeninas llegan a 150 cm.
De habito arbustivo en floracion, las flores axilares son cremosas; habitando
en considerables poblaciones, individuo estéril en desarrollo, hojas
pequerias secretando sustancia pegajosa, papus dorado claro (Rado, 2011)
3.2.1.3 Usos
Se hace hervir con el maiz para que este se pueda descascarillar sin esfuerzo
y tenga un olor y sabor méas atractivo. Después combustionar se obtiene
cenizas que son utilizadas para preparar la llipta que acompafa al masticado
o chacchado de la hoja de coca, también se usa como escoba para la limpieza
de viviendas y finalmente es muy atil como lefia para la preparacion de
alimentos y templar la temperatura de la casa, asimismo deja el ambiente
aromatizado (Rado, 2011)
3.2.2 Biocombustible
Se entiende por biocombustible aquellos combustibles que se obtienen de biomasa.
El término biomasa, en el sentido amplio, se refiere a cualquier tipo de materia
organica que haya tenido su origen inmediato en el proceso bioldgico de organismos
recientemente vivos, como plantas, o sus deshechos metabdlicos (el estiércol); el
concepto de biomasa comprende productos tanto de origen vegetal como de origen
animal. En la actualidad se ha aceptado este término para denominar al grupo de
productos energéticos y materias primas de tipo renovable que se origina a partir de
la materia prima organica formada por via bioldgica. Quedan por tanto fuera de este
concepto los combustibles fosiles o los productos organicos derivados de ellos,
aunque también tuvieron su origen bioldgico en épocas remotas. Hoy en dia se
pueden diferenciar distintos tipos de biomasa (Salinas et al., 2009)
De acuerdo con la Secretaria de Energia, los biocombustibles se clasifican en

generaciones dependiendo de la materia prima empleada en su elaboracion.

MICAELA BASTIDAS
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Tabla 4 — Clasificacion de biocombustibles por generacion
Generacion | Materia prima | Producto Ventajas Desventajas
Productos de Derivado de
consumo (cafia Etanol, Facilidad de recursos
Primera de azUcar, metanol, | procesamiento | alimenticios hacia
remolacha, diésel y , baja emisiéon | la produccion de
granos de maiz) biogas. de GELI. bioenergéticas.
Residuos No existe Poca disminucion
agricolas y Etanol, desviacion de de los gases de
Segunda forestales metanol, alimentos efecto invernadero
(bagazos de diésel e hacia (GEI) con respecto
cafia, sorgo). hidrogeno. | bioenergéticas a la primera
. generacion.
Productos Uso de CO2 Uso de tierras de
vegetales no Diesel y para la cultivo destinadas
Tercera alimenticios etanol produccion de para sembrar
(algas verdes, insumos. INSUMOos
arboles)

Extraido de Alvarez (2009)

3.2.3 Fuentes de obtencidn de etanol

El etanol a partir de azucares, es conocido desde los albores de la humanidad (vinos
y otras bebidas fermentadas) y en la actualidad se produce con una alta eficiencia y
grandes volimenes, en especial desde el empleo del etanol anhidro como aditivo o
combustible automotor.

La produccidon de etanol a partir de granos es muy criticada por sus implicaciones
éticas al convertir alimentos en combustibles para automoviles y su efecto en el
incremento en la poca disponibilidad e incrementos en el precio de los granos. El
proceso se basa en la coccion, hidrolisis y fermentacion de los almidones que
contienen.

En el mundo se llevan a cabo gran cantidad de estudios y proyectos para desarrollar
la produccidn a escala comercial de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica. Los
materiales que mas se han investigado son la madera y los residuos forestales, papel
reciclado y residuos de la industria papelera, bagazo de cafia, desechos agricolas
(hojas, ramas, hierba, frutas, paja, etc.) asi como residuos sélidos urbanos.

El etanol obtenido de biomasa lignocelulosica, (presentes en todos los vegetales en

una estructura compuesta fundamentalmente de celulosa, hemicelulosas y lignina),
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consiste en la hidrdlisis de la celulosa (a glucosa) y de las hemicelulosas a xilosa y

otros azucares y posterior fermentacion a etanol. (Abril et al., 2012).

3.2.3.1 Biomasa Lignocelulésica
La biomasa lignocelulésica es un heteropolimero formada por esteres
extraibles, proteinas, carbohidratos, celulosa, hemicelulosa, lignina y
minerales, que son fuente de energia que caracterizan a la lignocelulosa
como un compuesto con enorme potencial biotecnoldgico. Estan presentes
en residuos agricolas, industriales, forestales, municipales, pastos de
crecimiento rapido, material vegetal del mar, y biomasa proveniente de
zonas semiaridas (Medina et al., 2011), La celulosa, hemicelulosa y la

lignina conforman estructuras microfibrilares, organizadas en macrofibras

que regularizan la consistencia de la pared celular de las plantas(Rubin,
2008).

[
Estructura Fibra Seccion transvers
macroscopica de la pared fibros

o
01
Celulosa
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o o
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ol
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, del tronco
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Figura 1 — Estructura general de la biomasa lignocelulosica
Extraido de Area (2015)

a) Lignina
La lignina es un polimero de caracter aromatico producto de la
polimerizacion deshidrogenativa de tres alcoholes fenilpropidnicos
(P-cumarilico, coniferilico y sinapilico). La union entre los distintos
monomeros se realiza a través de enlaces carbono carbono y enlaces
tipo éter entre los anillos aromaticos, asi como de los radicales de la
misma (Narvaes et al., 2006). Su composicion varia notoriamente de

una especie vegetal a otra; esta quimicamente enlazada y al mismo

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



-16 de 89 -

tiempo entremezclada con la celulosa y la hemicelulosa,
especialmente con esta “ultima. La lignina protege a la celulosa de
diversos ataques y de la degradacién natural de la planta (también
representa una barrera que impide el acceso a la celulosa y su facil
aprovechamiento) (Cunningham et al, 1994).

La lignina es la principal responsable de la rigidez en las paredes de
las células vegetales y se acumula en la ldmina media de esta donde
su concentracion puede llegar a ser del 75 %; también puede llegar a
ser una proteccion frente al ataque de gérmenes patdgenos y

agresiones mecanicas.

b) Hemicelulosa

Hemicelulosa es un término que se utiliza para designar a un grupo
de heteropolisacaridos. Es un polimero formado principalmente por
azucares de cinco atomos de carbono (pentosas) como D-xilosa y L-
arabinosa y de hexosas (azucares de seis carbonos) como D-glucosa,
D-manosa y D- galactosa, ademas contiene pequefias cantidades de
acidos organicos (Cunningham et al, 1994).

La hemicelulosa esta presente en la pared celular de las plantas y en
ella forma un gel acuoso en el cual estdn embebidas las microfibrillas
de celulosa (Cunningham et al, 1994). Las cadenas de polisacaridos
de la hemicelulosa cumplen el papel de suministrar la union entre la
celulosa y la lignina (Narvaes et al., 2006). La hemicelulosa puede
ser divida en dos grupos: celulosanos y poliurénidos. Los celulosanos
estan formados por azucares simples formando cadenas centrales de
pentosas (xilosa y arabinosa) o de hexosas con ramificaciones cortas
(manosa, galactosa y glucosa) (Narvaes et al, 2006; Diaz et al, 2005).
Las cadenas de hemicelulosa no son lineales, tienen ramificaciones
laterales y no tienen una estructura regular, este polimero no es
cristalino, por lo tanto, es facilmente hidrolizado. Mientras que la
celulosa siempre mantiene la misma estructura y composicion, la de
la hemicelulosa puede variar ampliamente entre las especies de
plantas (Cunningham et al., 1994). Esta muestra caracteristicas
adherentes, se ensancha en el agua y la dimensién de sus cadenas es
notablemente mas reducido que el de la celulosa (Diaz et al., 2005).

MICAELA BASTIDAS
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c) Celulosa

La celulosa es el biopolimero principal que compone de la pared
celular de los tejidos vegetales pudiendo ser sintetizada por algunas
bacterias, protozoos y hongos filamentosos (Diaz et al., 2005). La
celulosa es un polimero lineal de moléculas de D-glucosa unidas por
enlaces 3-glucosidicos (Cunningham et al, 1994). Este carbohidrato
se deposita en las paredes celulares de todas las plantas superiores en
forma de fibras cristalinas que determinan la direccion del
crecimiento celular y confieren la rigidez necesaria para el desarrollo
de las plantas terrestres. La celulosa es producida también por
plantas, algunos hongos, bacterias e incluso invertebrados marinos
(Narvaes et al.,2006).

La celulosa es un biopolimero cristalino con elevada docilidad
mecanica y muy estable quimicamente. El enlace glicosidico C-O es
el més débil de toda la cadena y es en ese eslabon donde en presencia
de agua, el polimero puede ser hidrolizado en sus azucares
componentes. La malla cristalina presenta dislocaciones en algunas
zonas que constituyen el 15 % de la estructura celulésica las cuales
son mas susceptibles al hidrolisis que las regiones cristalinas
(Cunningham et al., 1994).

3.2.4 Composicion de materiales lignocelulésicos

El término biomasa se refiere a toda la materia organica que proviene de plantas y
desechos de animales (Manuales sobre energia renovable, 2002). La mayoria de ésta
es producida por las plantas, quienes convierten a energia solar en material vegetal a
través de la fotosintesis que es un proceso donde intervienen CO2, agua y la luz solar.
Este proceso fotosintético normalmente convierte menos del 1 % de la luz solar
disponible, en energia quimica almacenada (McKendry, 2002). Teniendo en cuenta
un valor promedio anual de la energia solar incidente en la tierra de 3, 67 - 101t kJ y
estimando una eficiencia de la fotosintesis de 0,07 %, la produccién anual de biomasa
primaria se ha cifrado en 1, 8 -10!! toneladas (Narvaes et al., 2006). De esta
produccion de biomasa el 40 % es celulosa, por ello esta se constituye como la fuente
renovable de carbohidratos mas abundante con la que cuenta el hombre (Narvaes et
al., 2006).
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La composicion quimica de los materiales lignocelulésicos estd constituida
mayoritaria mente por tres polimeros estructurales: la celulosa, la hemicelulosa y la
lignina. En su estado nativo los materiales lignoceluldsicos se encuentran asociados
a otros componentes de naturaleza no estructural como fenoles, terpenos o alcaloides,
entre otros que pueden llegar a suponer un porcentaje considerable en el peso de estos
materiales, pudiendo asi mismo llegar a tener una influencia significativa en los
procesos de degradacion (Diaz et al., 2005).

En la Tabla 5 se presenta la composicion de algunos materiales lignocelulésicos,
donde se puede observar que estos en su mayoria estan constituidos por celulosa y
hemicelulosa (que son los polimeros objetivo para produccion de etanol) cuya
variacion depende de la fuente, es decir del tipo de planta. La pared celular del
material lignocelul6sico estd formada basicamente por un 70 a 85% de polisacaridos
estructurales (celulosa y hemicelulosa), y por un 10 a 30% de lignina, es posible ver
que la suma de esta mas lignina suma casi el 100% del material. El resto esta
compuesto por sustancias solubles en solventes organicos como taninos, terpenos,
lipidos, entre otros (McKendry, 2002), (Cunningham et al, 1994).

Los materiales lignoceluldsicos pueden ser clasificados en tres categorias: en primer
lugar la biomasa natural producida espontaneamente en las zonas no cultivadas, tanto
en tierra firme como en zonas maritimas; el segundo grupo lo constituye la biomasa
residual procedente de las explotaciones agricolas y forestales, asi como la generada
en las industrias en los nuacleos urbanos; por “ultimo la biomasa producida
especificamente para fine energéticos en las denominadas plantaciones energéticas
(Narvaes et al, 2006).

A continuacion, se presenta una descripcion de los constituyentes principales de los

materiales lignocelulésicos:
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Tabla 5 — Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina en residuos agricolas

comunesy basuras

Material lignocelulésico | Celulosa (%) | Hemicelulosa (%) | Lignina (%)
Madera dura 40 a 55 24a 40 18a25
Madera blanda 45 a 50 25a35 25a35
Granos de maiz 45 35 15
Pastos 25a40 35a50 10a30
Papel 85a99 - 0als
Paja de trigo 30 50 15
Tipos de basura 60 20 20
Hojas 15a20 80a85 -
Semillas de algodon 85a 95 5.20 -
Periddico 40 a 55 25a40 18a 30
Residuos de pulpa de 60a 70 10a20 5a10
papel himedo

Extraido de Sun et al (2002)

3.2.5 Proceso de obtencion de etanol
La figura 2 muestra la etapa de obtencion de etanol o bioetanol de segunda
generacion (2G), a partir de biomasa lignocelul6sica (Merino et al., 2007): se
empieza por reducir el tamafio de muestra, en la segunda etapa se hace
pretratamiento, seguidamente hidrolisis de celulosa y hemicelulosa, para luego

fermentar, y finalmente recuperacion y purificacion del bioetanol.

Enzima
I
‘ Hidrolisis ‘
Biomasa enzimatico
l n
Reduccion _ Hexosas .
‘ det _ ‘.:")| Pretratamiento }— ‘ Destilacidan
£ tamana Pentosas
|

S . ) R
‘ Fermentacion ‘ Aprovechamiento
ignina y residuos

I}
| Microorganismos

Figura 2 — Esquema de las etapas de obtencion de etanol
Extraido de Merino et al., (2007)
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3.2.6 Transformacidon de lignocelulosa a biocombustible
La conversion de la biomasa lignoceluldsica a etanol se realiza en varias etapas; la
primera es el pretratamiento, que tiene como objetivo disociar la conformacion
vegetal, solubilizar total o parcialmente la lignina y la hemicelulosa y reducir la
cristalinidad de la celulosa. La segunda etapa es la hidrdlisis de la celulosa, dando
lugar a la recuperacion de azUcares fermentables; la tercera es la fermentacion de los
monosacaridos via biologica y la ultima es la obtencion del etanol producido (Garcia

et al, 2010). En los siguientes apartados, se explica a detalle cada etapa del proceso.

3.2.7 Pretratamiento
El pretratamiento consiste en modificar las propiedades fisicas y fisicoquimicas del
material lignocelul6sico, como pueden ser el grado de polimerizacion y el estado
cristalino de la celulosa. Tiene como objetivo el rompimiento del escudo de lignina
que limita la accesibilidad de las enzimas a la celulosa y hemicelulosa, y altera el
tamafo y estructura para facilitar la hidrdlisis rapida y eficiente; puede llevarse a
cabo mediante métodos fisicos, quimicos o bioldgicos (Cuevo et al, 2009).
El éxito del preiraiamiento se mide en funcion de la degradacion de la lignina y la
hemicelulosa como un indicador de la disociacién de la matriz celulosa-lignina, la
disminucion de la cristalinidad y el aumento de la porosidad de la celulosa (Fonlecha
et al, 2011).
De acuerdo con lo reportado por (Sakamoto et al, 2012), el remanente liquido
generado después de un pretratamiento puede ser filtrado para obtener dos
fracciones: la parte sélida rica en celulosa y la fraccion liquida rica en hemicelulosa
conformada por xilosas, glucosas, galactosas y arabinosas.
En la figura 7 se aprecia una representacion del efecto del pretratamiento sobre el
material vegetal (Buendia, 2013).

Sin pre tratamiento Hemicelulsa Con pre tratamiento

z o E Celulosa
Lignina

Figura 3 — Cambio estructural del material lignocelulésico luego de un

pretratamiento
Extraido de Nikltschek (2010)
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Existen diversos procesos para el pretratamiento de materiales lignocelulésicos, los
cuales se describen en la tabla 6.

Tabla 6 — Ejemplos de pretratamiento para materiales lignocelulésicos

Pretratamiento Descripcion
Disminucion de tamario de particula para aumentar el area de

Fisico superficie de hidrolisis.

De 150 a 180 °C y presion alta, la hemicelulosa y lignina

Autohidrolisis . - I
comienzan a solubilizarse y genera mayor accesibilidad a la

celulosa.

Se utiliza &cidos y/o bases para solubilizar la lignina y la

Quimicos . C
hemicelulosa y asi dejar a la celulosa expuesta para ser

hidrolizada.

Se agregan agentes oxidantes como &cido acético, peroxido de

Oxidativos . I i
hidrogeno u ozono, donde se afecta a la lignina y hemicelulosa.

Utilizacion de hongos y bacterias capaces de solubilizar la lignina

Biologicos . s
g y dejar expuesta la celulosa para ser hidrolizada.

Extraido de Ovadon et al (2005)

3.2.7.1 Pretratamientos fisicos
Tienen como objeto reducir el grado de polimerizacion de la celulosa y la
lignina, asi como de aumentar la superficie accesible para las enzimas.
Suelen ser ineficaces y poco rentables, como pueden ser la molienda y las

técnicas de irradiacion (Abril et al., 2012).

3.2.7.2 Hidrodlisis a presion o autohidrolisis

Consiste en calentar el material lignoceluldsico con agua bajo fuerte presion.
El proceso es similar al de una simple autoclave (proceso discontinuo) y
permite la solubilizacion completa de la hemicelulosa y una solubilizacion
significativa de la lignina. Es una técnica interesante ya que conduce a
rendimientos de hidrolisis elevados y minimiza la formacion de productos
de degradacion. A pesar de ello, no se conoce ninguna aplicacién industrial
(Garcia et al, 2010).
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3.2.7.3 Pretratamientos quimicos

3.2.7.4

En est etapa se emplean distintos agentes quimicos como 0zono, acidos,
bases, perdxidos y solventes organicos.

Los pretratamientos en los que se emplea &cido sulfurico o clorhidrico
diluido han sido lo mas estudiados debido que mejoran notablemente el
proceso de hidrolisis enzimética de la celulosa sobre todo en materiales
herbaceos (Herrera et al, 2004; Irfan et al, 2010; Chandel et al, 2011; Lin et
al, 2012).

La adicidn de bases diluidas, principalmente hidroxidos de sodio, potasio
calcio, permite la disoluciéon de la lignina causando un aumento en el area
de la superficie interna de la biomasa reduciendo el grado de
polimerizacion y cristalinidad de la celulosa. Los pretratamientos con
hidroxido de sodio o de potasio son los mas ampliamente utilizados para
paja de cereal (Akhtar et al, 2001; Li et al, 2010; Kang et al, 2012).

El pretratamiento con perdxido de hidrégeno puede llegar a eliminar el 50
% de la lignina y la mayoria de la hemicelulosa, las cuales son
solubilizadas liberando glucosa durante la sacarificacion

(Cuervo et al, 2009). El proceso “organosolv” consiste en la adicion de
solventes organicos como metanol, etanol y acetona, asi como también
acidos inorganicos que actan como catalizadores que rompen los enlaces
de la lignina y la celulosa (Zhao et al, 2009). Todos estos procesos tienen
el inconveniente de que su coste es alto en comparacion con otrosfi
pretratamientos, ya que la adicion de agentes quimicos y la eliminacion de
dichos compuestos suponen un coste adicional.

En los Gltimos afios se han desarrollado otras tecnologias quimicas como a
adicion de peroxido de hidrégeno combinado con alcalis y el pretratamiento
con ozono. El primer método es muy efectivo para la eliminacion de lignina

y la fraccion hemiceluldsica (Monte et al, 2011).

Tratamientos fisicoquimicos

Dentro de este tipo de pretratamiento se pueden destacar tres procesos: la
explosion de vapor (o steam explosion SE), la termohidrolisis (o Liquid Hot
Water LHW) y la explosion de fibra de amoniaco (AFEX). La explosion de

vapor es un método en el que la biomasa se somete a la accion de vapor
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saturado (20-50 bares, 160-290°C) durante unos pocos minutos
transcurridos los cuales se provoca una descompresion subita hasta presion
atmosférica. La termohidrolisis consiste en someter a la biomasa a un
tratamiento con agua a alta temperatura y a presion en un tiempo
establecido. Se consideran las variables de operacion que son temperatura
de 160-230°C y presion superior a 5 MPa durante 20 minutos. Con este
tratamiento se obtiene el mayor porcentaje de azucares de cinco carbonos y
no produce inhibidores (Pérez et al, 2007; Sousa et al, 2009).

El pretratamiento AFEX, trabaja con temperatura de (60-100°C) por un
tiempo de 5 a 30 minutos, sometiendo posteriormente a la biomasa
impregnada en amoniaco a una descompresion repentina. Este
pretratamiento presenta alto rendimiento en materiales herbaceos (Himmel
et al, 1997; Sun y Cheng, 2002; Sarkar et al, 2012).
Debido a que la explosion de vapor es el método mas estudiado y utilizado
para la biomasa lignocelulésica por su capacidad de abarcar un amplio rango
de materias primas se ha visto por conveniente emplear para pretratar el
material lignocelulosico de la tayanca en este trabajo.
a) Explosion de vapor
La explosion de vapor (EV), también Ilamada autohidrdlisis, consiste en
calentar rdpidamente la biomasa mediante vapor saturado a temperatura
de entre 160 y 230 °C y a alta presion durante un determinado tiempo y
posteriormente se reduce la presién repentinamente, por lo que el
material lignocelul6sico se somete a una descompresion subita.
(Talebnia et al, 2010). La adicion de agentes quimicos como H2SOs o
SO puede favorecer la eliminacion de la fraccion hemicelulésica y
mejorar el rendimiento de hidrélisis enzimatica cuando el proceso se

Ileva a cabo a bajas temperaturas (Jurado et al, 2009).

El efecto mecanico de la explosidn de vapor genera la division de fibras
debido a las fuerzas de cizalladura ocasionada por la despresurizacion, a
causa de la hidrdlisis de algunos grupos acetilo de las hemicelulosas,
dando lugar a la presencia de acido acético que disminuye el pH del agua

y provoca la hidrélisis catalitica de la hemicelulosa (Pejé, 2009).
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La lignina es redistribuida y parcialmente solubilizada al igual que la
hemicelulosa, lo que hace que la celulosa sea mas accesible al ataque
enzimético debido al incremento del &rea superficial (Garcia
et al, 2006).

Varios autores han demostrado la eficacia de la explosion de vapor en
diferentes materiales  lignocelulésicos como maderas duras
(Negro et al., 2003), maderas blandas (Galbe y Zacchi, 2002); bagazo de
maiz (Varga et al, 2004). Bagazo de cafia de azUcar (Glasser y Wright,
1998). La explosion de vapor es muy usada para maderas duras y
residuos agricolas ya que el contenido en lignina es menor y poseen un
mayor nimero de grupos acetilo, por lo que el proceso de autohidrdlisis
es mas efectivo (Pejo, 2009).

La explosion de vapor requiere bajo consumo de energia comparado con
otras tecnologias, la posibilidad de emplear tamafios parcialmente
grandes de particula, la alta compensacion de azucares y la poca o nula
utilizacion de agentes quimicos. Sin embargo, presenta algunas barreras
como la degradacién de los azucares derivados de la fraccion
hemicelulésica y que genera la solubilizarian y transformacion de la
lignina en compuestos potencialmente inhibitorios de las etapas
posteriores de hidrdlisis y fermentacion. Es probable también que se
produzca la solubilizacion de extractivos durante el pretratamiento dando

lugar a compuestos tdxicos en bajas concentraciones (Garcia et al, 2006).

3.2.7.5 pretratamiento bioldgico
Los tratamientos bioldgicos son amigables con el medio ambiente pues
comprenden el uso de microorganismos como los hongos de podredumbre
blanca, parda o blanda, que son capaces de degradar la lignina y la
hemicelulosa (Sun et al, 2002). Este método requiera baja demanda de
energia y no produce compuestos toxicos, pero, es un proceso lento que

limita su aplicacion industrial (Talebnia et al, 2010).

3.2.8 Hidrolisis quimica y enzimatica
La hidrdlisis o sacarificacion se refiere a los procesos que convierten los

polisacéridos en azucares monoméricos (Castillo et al, 2011).
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La hidrolisis quimica suele realizarse comunmente utilizando acidos, se han
empleado acidos sulfarico y clorhidrico concentrados, con la desventaja de ser
toxicos, corrosivos y peligrosos; y ademas requieren de reactores que sean resistentes
a la corrosion, lo cual da como resultado un proceso muy costo. Ademas, los &cidos
deben recuperarse para hacer el proceso econémicamente viable (Binod et al, 2011).
En la hidrolisis enzimatica, la sacarificacion de la celulosa se lleva a cabo
enziméaticamente mediante celulasas, las cuales producen la ruptura de las cadenas
poliméricas de la celulosa y la hemicelulosa, que previamente han sido modificadas
estructuralmente en el pretratamiento. A partir de la celulosa se obtiene glucosa,
mientras que a partir de la hemicelulosa se obtienen diferentes monosacaridos, tal
corno xilosa, glucosa, arabinosa, galactosa y manosa, entre otros. La principal ventaja
del hidrdlisis enzimatica sobre la quimica, es que la enzimética no presenta
problemas de corrosion como la quimica.

La hidrdlisis enzimatica es un método especifico, realizado en condiciones
relativamente suaves (50°C), que permite rendimientos de hidrolisis superiores a los
obtenidos por via quimica.

El procedimiento mas comun consiste en poner en contacto la disolucion de enzima
con la muestra del sustrato lignocelulésico previamente pretratado, manteniendo el
pH, la temperatura y la homogeneidad de la mezcla determinadas para todo el
proceso. Los factores que afecta la hidrolisis enzimatica de la celulosa incluyen: el
tipo de sustrato, la actividad celulasa y las condiciones de reaccion: temperatura y
pH (Binod et al, 2011).

Microorganismos productores de celulosa

Las enzimas celulasas son producidas por una variedad de bacterias y hongos
aerobicos o anaerobieos, meséfilos o termdfilos. De estos s6lo algunos de ellos
generan enzima celulasa extracelular capaz de hidrolizar celulosa (Ovadon et al,
2005). Los sistemas enzimaticos de los microorganismos celuloliticos manifiestan un
evento muy particular, presentan sinergismo como estrategia al degradar residuos de
lignocelulosa. El consorcio enzimatico celulolitico se puede obtener por via fungica
mediante la induccién del hongo filamentoso Trichoderma, ya que se ha reportado a

este género como productor de celulasas (Maurya et al, 2012).
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3.2.10 Actividad enzimatica: celulasas
La complejidad de la biomasa lignoceluldsica impide que pueda ser hidrolizada por
unasola enzima. La hidrdlisis enzimatica mediante una celulasa requiere de la accion
combinada de tres diferentes tipos de actividades (Carre6n Rodriguez et al, 2009):
1. El interior de la cadena de celulosa enlaces p-(l, 4) de glucosa son cortadas por las
endoglucanasas que generan oligosacaridos de distintos longitudes vy
consecuentemente nuevos extremos reductores.
2. Las exoglucanasas o celibiohidrolasas, actian de manera progresiva en extremos
reductores y no reductores de la cadena de celulosa, liberando glucosa y celobiosa
(disacaridos de glucosa).

3. Las P-glucosidasas hidrolizan celobiosa y productos de cadena corta en
mondmeros de glucosa.
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Figura 4 — Mecanismo de accion enzimatica para transformar celulosa a glucosa
Extraido de Demers et al (2009)
El rendimiento del hidrolisis depende del contenido de lignina ya que restringe el
acceso de las celulasas por impedimento estdrico provocado por los enlaces lignina
- carbohidratos y por la naturaleza hidrofobica de la lignina que rechaza la accion
hidrofilica de las enzimas. Por ende, la degradacion de la lignina es determinante en

el rendimiento del hidrdlisis enzimatica (Binod et al, 2011).
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Tabla 7 — Presenta diversos estudios para la obtencion de etanol a partir de
diversos materiales lignoceuldsicos

Material
Lignocelul6 | pretratami | Hidrolisis | Fermentacion | Obtencion | Referencia
sico ento de Etanol
Enzimas
NaOH al Comerciales | Saccharomyces
Penniseium | 2% - accellerase | cerevisiae,
Purpureum | (w/w) 1500 de T:37°Cy 150 Cardona
120°C; Genecor. rpm. 26.1g/L | (2013)
60 minutos | T: 50°C Tiempo: 24
180 rpm horas.
pH 4.8
Enzimas
comerciale: | Saccharomyces 0.065 L
H2S04 al termomyl cerevisiae. EtOH/kg
Banano 0.5% por 30 | 120 L T:37°C banano Guevara
verde minutos amylase AG | Tiempo: 48 verde (2012)
300L horas
T: 3 horas
Extraido de Reyes (2012)

3.3 Marco conceptual

a)

b)

Etanol. El etanol o alcohol etilico (C2H50H) “es una importante especie quimica
organica por sus propiedades Unicas y sus variados usos. Bajo condiciones ordinarias,
el etanol es volatil, inflamable, se encuentra en estado liquido, incoloro, miscible en
agua y en solventes no polares” (Cortinez, 2010).

Akhtar (2008) define al etanol de celulosa como “un tipo de combustible producido a
partir de la celulosa contenida en la biomasa de plantas tales como pastos, arbustos y
arboles. La mayor parte de la masa de las plantas esta compuesta de lignocelulosa, que
incluye celulosa, hemicelulosa y lignina. La conversion de la celulosa en etanol implica
dos pasos fundamentales”: “Cortar las cadenas largas de las moléculas de celulosa
dejando asi libres a la glucosa y otros azucares, y fermentar esos azucares para su
conversion en etanol”.

Biocombustible. Los combustibles derivados a partir de biomasa, fuentes renovables,
que se encuentran en forma solida (residuos vegetales, fraccion biodegradable de los
residuos urbanos o industriales) se denominan biocombustibles, y como liquida

(bioalcoholes, bioetanol, biodiesel) y gaseosa (biogas, hidrégeno).
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Hidrolisis. La hidrolisis Illamada también sacarificacion, es la etapa en la que se
transforman los polisacaridos en azlcares simples, que después de fermentados se
obtiene distintos productos como etanol, acetonas y butanol, Existen otros tipos de
hidrdlisis como el uso de rayos gamma, irradiacion por haz de electrones e irradiacion
por microondas, pero estos procesos no son industrialmente viables por los altos costos
(Aguado et al., 2005), (Balat, 2011).

Hidrolisis quimico. Se denomina hidrolisis quimico al proceso que consiste en someter
el material lignocelulésico a una sustancia quimica por un determinado tiempo y
temperatura especifica, con la finalidad de obtener monémeros de azucar provenientes
de la celulosa y polimeros provenientes de la hemicelulosa, ya sea en presencia de
reactivos acidos o alcalinos, sin embargo, es mas comun el uso de 4cido en este proceso
(Balat, 2011).

Hidrolisis enzimatica. Es la reaccion o modificacion que permite romper la estructura
de la lignocelulosa y separar la lignina, con el fin de obtener azucares fermentables.

La hidroélisis enzimatica consiste en catalizar por accion de enzimas denominadas
celulasas, un conjunto de celulasas (Barrios Hernandez, 2014).

Durante la hidrolisis enzimatica, la celulosa se degrada por las celulasas a azUcares
reductores que pueden ser fermentados por levaduras o bacterias a etanol (Sun et al,
2002). La susceptibilidad de los sustratos celuldsicos dependera de las caracteristicas
estructurales como la cristalinidad de la celulosa, grado de polimerizacion de la celulosa,
area superficial y contenido de hemicelulosa y lignina. La lignina interfiere con la
hidrolisis por blogueo del acceso de las celulasas a la celulosa y por enlazarse
irreversiblemente a las enzimas hidroliticas. La eliminacién de la lignina puede
aumentar sustancialmente la velocidad de hidrélisis (Mosier et al, 2005).

Parametro. Se denomina paradmetro al dato que se estima como indispensable y
orientativo para poder evaluar o valorar una determinada situacion a partir de un

parametro, una cierta circunstancia puede comprenderse o ubicarse en perspectiva.
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

Tipo y nivel de investigacion

La investigacion se desarrollé en dos etapas, la primera etapa describe gque la investigacion
es de tipo descriptivo, porque se identificaron las principales caracteristicas fisicoquimicas
del material lignocelulsico de tayanca, que se genera en el departamento de Apurimac, la
segunda etapa describe que la investigacion es de tipo explicativo ya que se evaluaron los
factores de relacion enzima/sustrato (E/S) y tiempo de hidrolisis para obtener etanol a partir
del material lignoceluldsico de tayanca, cuyo propoésito es la disminucion del impacto
ambiental, ademés se propone como una nueva fuente de materia prima para la produccion

de etanol.

Disefio de investigacion

El presente trabajo involucrd un disefio completamente al azar, los factores que se
manipularon fueron: relacién enzima sustrato 1/50, 1/10 y 1/200 p/v y tiempo de hidrolisis
24, 36 y 48 horas.

Poblacion y muestra

La poblacion estuvo conformada por la planta de tayanca (Baccharis microphylla) que
crecen de forma natural en el departamento de Apurimac especificamente en el distrito de
Huaquirca, que se encuentra aproximadamente a 3500 msnm.

La muestra para el proceso de obtencion de etanol se empled en toda la parte lefiosa (tallo,
ramas y hoja) de la tayanca (Baccharis microphylla) y fue extraida mediante el muestreo
aleatorio, para realizar las pruebas necesarias en la obtencion de etanol de tayanca

(Baccharis microphylla).
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4.4 Procedimiento
Este proyecto se ejecutd de acuerdo al diagrama de flujo representado en la siguiente figura.

Materia prima
Baccharis microfhylla

Recoleccién y secado de
la muestra

!

Reduccidn de tamafo de
muestra

|

Pre tratamiento

|

Relacion enzima sustrato Hidrolisis { T50°C, pHA4.8
1/10, 1/50 y 1/200 p/v l 24,36y 48 horas

AzUcares reductores

Figura 5 — Diagrama de flujo para obtener etanol a partir de tayanca (Baccharis
microphylla)

a) Recoleccién y secado de la muestra
La planta de tayanca se recolecto de forma aleatoria en el distrito de Huaquirca.
Se secd en estufa a 105 °C por 12 horas hasta alcanzar peso constante y luego se
almaceno en una bolsa sellada hasta el su uso.

b) Reduccién de tamafio de muestra
Como materia prima se utiliz6 el tallo, rama y hoja del arbusto tayanca (Baccharis
microfhylla) para ser sometido al proceso de picado (malla N° 3), luego se almaceno en
una bolsa de 15 Kg de capacidad en un ambiente seco, en las instalaciones del
laboratorio de CEMTRAR (Centro modelo de tratamiento de residuos). Las muestras
picadas fueron molidas a un tamafio de particula de 2 mm de largo x 2 mm de ancho en
promedio, mediante un proceso de molienda y tamizado con el fin de tener mayor area
de contacto, y asi facilitar los tratamientos de los analisis siguientes, posteriormente se
mantuvo en estufa a 105°C durante 12 horas para eliminar la humedad residual,

almacenandose después en bolsas selladas a temperatura ambiente hasta su uso.
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Figura 6 — Tayanca molida

c) Caracterizacion del material lignoceluldsico de tayanca (Baccharis microphylla)

En esta etapa, se utilizo el analisis fisicoquimico establecido por la norma TAPPI que

se describen a continuacioén en la tabla 8

Tabla 8 — Técnicas analiticas para la caracterizacion del material lignocelulosico de
tayanca (Baccharis microfhylla)

Descripcion Técnica

Humedad Método gravimétrico: 105
Cenizas Método: NRE/TP-510-42622
Sustancias Alcohol Absoluto

extraibles Método: NREL/TP-510-42619
Lignina TAPPI T-222 os-74

Celulosa TAPPI T-212

Holocelulosa Norma: ASTMD-1104
Método del &cido Miller (1959)

Dinitrosalicilico (DN S)
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d) Pretratamiento

El material lignocelulosico de tayanca fue sometido al pretatamiento de explosion a
vapor realizado en un reactor de acero inoxidable. Consiste en un deposito de 10L de
capacidad. El reactor tiene una tapa con ocho tornillos en la parte superior en la que
también se encuentra una valvula de alivio de presion y un mandémetro. La muestra se
introduce en el reactor y se cierra la tapa a través de los ocho tornillos que sirven de
anclaje con el deposito. EI material lignocelulosico fue tratada con vapor saturado a
presion alta (a una temperaturas entre 160-260 °C con unas presiones correspondientes
entre 0,69 a 4,83 MPa) seguidamente la presién fue reducida repentinamente,
originando una descompresién explosiva en el material, con esto se logré la separacion
de los componentes béasicos del material lignocdelulosico, celulasa, hemicelulosa y
lignina, es decir disociar el revestimiento que la lignina y la hemicelulosa forman
alrededor de la celulosa y provocar la redistribucion de la lignina, quedando la celulosa
accesible para la posterior hidrolisis enzimatica.

El pre tratamiento logré modificar de alguna manera la estructura de la lignina,
provocando un hinchamiento en la madera, aumentando el area superficial del material
y dejandolo mas susceptible al ataque enzimatico. (Leyanis, 2010).

Hidrolisis enzimética

La prueba de hidrolisis enzimatica del material lignocelulosico de tayanca pretratada
por explosion de vapor, se realiz6 en matraz de Erlenmeyer de 1000 ml de capacidad, el
sustrato estuvo sumergido en buffer de citrato para amortiguar la variacién de pH, a una
temperatura de 50°C y 4.8 de pH, durante 48 horas, condiciones que son éptimas para
la operacion de la enzima comercial Novozyme. La evaluacion de azucares reductores
se realiz6 para cada 8 horas con la finalidad de determinar el maximo porcentaje liberado
en el menor tiempo posible (horas). Las condiciones consideradas se basaron en la ficha
técnica de la enzima (Cellic Ctec de Novozyme).

Las pruebas se realizaron utilizando una relacion enzima sobre sustrato pretratado (E/S):
1/10 p/v, 1/50 p/v y 1/200 p/v y 50 g base seca de sustrato pretratado.

El ensayo se realizo en 48 horas y el pardmetro que se considerd fue el de azUcares

reductores, a traves de los analisis de Miller (1959) modificado.
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f) Determinacion de azUcares reductores

Después del proceso de hidrdlisis enzimatica, se determind el contenido de azucares
reductores con el método modificado de Miller (1959).

Se empleo el método DNS la cual se basa en la reduccion del acido 3,5-dinitrosalisilico
(el cual se encuentra de color amarillo naranja) por la glucosa y/o fructosa al acido 3-
amino-5-nitrosalisilico (de color rojo obscuro) (Miller et al, 1959), cuya presencia puede
detectarse por la lectura de la absorbancia. Este método ha sufrido varias modificaciones
a través de los afios para adecuarse al analisis de diferentes materiales y su principal
ventaja radica en su alta sensibilidad y productividad debido a que es un método
espectrofotométrico (Miller et al, 1959., River et al, 1984).

Este analisis se ejecutd en el Laboratorio de Biotecnologia Ambiental- Biorremediacion
en la facultad de quimica de la Universidad Nacional Agraria la Molina.

DNS

1.4

1.2

0.8 y =5.0027x - 0.0491

R?=0.9996
0.6

Absorbancia

0.4

0.2

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentracion de glucosa (mg/ml)

Figura 7 — Curva de calibracion de azlcares reductores
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4.5 Técnica e instrumentos

a) Materia prima

La materia prima utilizada para la investigacion fue el tallo, las ramas y las hojas del
arbusto tayanca (Baccharis Microphylla) proveniente del distrito de Huaquirca,

provincia Antabamba departamento de Apurimac.

b) Equipos de laboratorio

Se utilizaron los siguientes equipos:

e Balanza de precision

e Bafio Maria

e Brixometro

e Micropipetas de 0.5 - 10 ul, 20 —
10 ul, 100 - 1000 ul'y 1 — 10 ml

e Espectrofotometro UV/Vis

e Refrigerador

e Estufa

e Molino industrial

e Equipo de explosién de vapor

c) Reactivos

Se utilizaron:
e Acido acetico al 10 %
e Acido nitrico concentrado
e Acetato de sodio
e Clorito de sodio
e Alcohol absoluto
e Acido sulfurico al 72 %.
e Hidroxido sodico al 17.5 %
e Clorito de sodio
e Agua destilda
e Acido 3,5 - dinitrosalicilico
(DNS)

e Hielo
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d) Materiales de laboratorio

Se utilizaron los siguientes materiales:
e Tubos de ensayo de 15x250 mm

e Tubos de ensayo de 16 x 100 mm
e Erlenmeyers de 250, 500 y 1000 ml
e Guantes desechables

e Mascarilla descartable

e Vasos de precipitado de 100 y 250
e Pipetasde 1y 10 ml

e Probetas de 100 y 1000 ml

e TermOmetro de mercurio

e Varilla de vidrio

e Papel aluminio

e Bolsas de pléastico

e Tamiz N°3

e brocha

e Papel tisu

e Bombilla

e Pisceta

e Gradillas para tubos de 16 x 100 mm y 15 x 250 mm
e Espatula

e Cinta masking

e Marcador indeleble

4.6 Andlisis estadistico
Para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la produccidén de azlcares
reductores, los datos obtenidos de las variables de respuesta se sometieron al andlisis de
varianza (ANVA) y la prueba de comparacion multiple de Tukey al 5 % (a = 0.05) de

significancia con la finalidad de identificar las mejores condiciones de tratamiento.
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Tabla 9 — Disefio factorial 3x 3 para la hidrolisis enzimatica de tayanca

Factores

N° de Concentracion de Tiempo de N° de

tratamientos enzima/sustrato hidrolisis (horas) | repeticiones
(p/v)
1/10 [ 1/50 [1/200 | 24 | 36 | 48

T1 24 3

T2 1/10 36 3

T3 48 3

T4 24 3

T5 1/50 36 3

T6 48 3

T7 42 3

T8 1/200 36 3

T9 48 3
Total de ensayos 27
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Andlisis de resultados
A continuacion, se detallan los resultados y discusiones obtenidos en las distintas etapas

del presente trabajo de investigacion.

5.1.1 Caracterizacion del material lignocelulosico de tayanca

La tabla 10 muestra la caracterizacion obtenida del material lignicelulosico de
tayanca (Baccharis micropylla).

Tabla 10 — Caracterizacion del material lignocelulésico de tayanca

COMPONENTE PESO (%)
Lignina 22.01
Celulosa 41.46
Hemicelulosa 18.44
Holocelulosa 59.90
Extractos Solubles 11.02
Humedad 5.01
Cenizas 3.95

La tabla 10 muestra la caracterizacion del material lignocelulésico de tayanca
(Baccharis micropylla) el cual fue realizado por la técnica TAPPI T-222 OS-74 para
la determinacion de lignina, que resulto 22.01 %, por la técnica TAPPI T-212 para la
determinacion de celulosa, que resulto 41.46 % y el porcentaje de hemicelulosa
resulto 18.44 %.

No hay datos para la caracterizacion del material lignoceluldsico de tayanca
(Baccharis micropylla), sin embargo, hay reportes para otras muestras vegetales. En
la tabla 3 se muestra el contenido de lignina (22.01%) y celulosa (41.46 %) del material
lignocelulosico de tayanca, datos que son aceptables a lo reportado por (Pereira ,
2008), para la composicién de distintas biomasas lignocelulsicas, quien reporto para
lignina (18 — 25) % y para celulosa (40 — 55) %. Por otra parte, el contenido de
hemicelulosa contenido en la tayanca (15 %) es menor en comparacioén con la
composicion de distintas biomasas lignocelulésicas (24 - 40) % segun el mismo autor,
por ende, le daria a la planta una desventaja frente a otros materiales respecto a este
carbohidrato, ya que dificulta el acceso de las enzimas a la celulosa.
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Dentro de las sustancias extraibles el porcentaje obtenido fue de 11.02 % porcentaje
que es distinto a lo reportado por (Sotomayor, 2010) y (Cortinez, 2010) quienes
reportan 4,8 % de extraibles para la composicion quimica del residuo de eucalipto. El
porcentaje de humedad es relativamente bajo, 5 %, ya que la muestra es lefiosa. En
cuanto a las cenizas parte que no puede ser hidrolizada y que fue determinada por el
método NRE/TP-510-42622, representa un 3 %, similar a lo reportado por Basile de

Castro, (1994) para maderas duras.

5.1.2 Pretratamiento

La caracterizacion del material lignocelulésico de tayanca (Baccharis microfhylla)

después del pretatamiento con explosion de vapor se muestran en la tabla 11.

Tabla 11 — Caracterizacién del material lignocelul6sico de tayanca pretratado

Composicion | Sin tratamiento (%) Pretratado (%)
Lignina 22.01 20.07
Celulosa 41.46 43.32
Hemicelulosa 18.44 15.17
Holoceulosa 59.90 58.49

De acuerdo a los resultados de la tabla 11 el pretratamiento de explosion de vapor
generd una ligera variacion en la modificacion de los componentes del material
lignocelulosico de tayanca. El porcentaje de lignina en esta etapa disminuyo de 22 %
a 20 %, el porcentaje de celulosa aumento de 41 % a 43 % Yy el porcentaje de
hemicelulosa disminuyo de 18 % a 15 %. Los resultados obtenidos describen lo
reportado por (Arellano, 2015) quien afirma que la explosion de vapor genera poca
solubilizacion de materia organica. La explosion a vapor no actta directamente sobre
una remocion de la lignina o hemicelulosa, tampoco incrementa significativamente
los azucares reductores. Su accion se enfoca en una alteracion de la estructura de la
fibra. También se visualiza el cambio que se genera en la estructura del material
lignoceluosico como es la superficie abierta y desmenuzada; esto se debe a la
eliminacién parcial de la hemicelulosa y lignina, haciendo mas factible el ataque
enzimatico. Resultados similares se han encontrado en trabajos con residuos de trigo
por (Han et al, 2012).
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5.1.3 Hidrolisis enzimética (formacién de azucares reductores)

La hidrolisis enzimatica se realiz6 haciendo uso del sustrato (fase sélida) obtenido

después del pretratamiento por explosién de vapor.

Esta etapa muestra la conversion de azlcares reductores en el tiempo para cada
relacién enzima sustrato.

Azucares reductores (%) vs tiempo (h)

0.6
//\ —@— Relacion enzima
0.5 sustrato (E/S)
< 10%p/v
$ 0.4 /
o
5 / —@— Relacion enzima
303 sustrato (E/S)
g 2%p/v
o
® 0.2
E Relacion enzima
01 sustrato (E/S)
’ 0.5%p/v
0
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

Figura 8 — Formacion de azlcares reductores en funcion al tiempo

Se observa en la figura 8 los niveles de sacarificacion, que para cada caso después
del tiempo méaximo de hidrolisis enzimatica, la concentracion de estos azlcares
empieza a descender.

Estos resultados del tratamiento enzimatico reflejan que el material lignocelulosico
de tayanca es hidrolizado por la enzima celulasa, ya que ésta ataca la fraccion de

celulosa para convertirla en azucares simples en funcién al tiempo.

MICAELA BASTIDAS
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5.1.4 Influencia de la relacion enzima sustrato y tiempo de hidrdélisis en la
produccidn de azucares reductores

Los resultados de los 09 tratamientos con los promedios correspondientes se
muestran a continuacion:

Tabla 12 — Produccion de azucares reductores

Relacion Tiempo de
Tratamiento | enzima sustrato hidrolisis Azucares reductores
(E/S) plv (horas) (%)
T1 24 0.3885 + 0.010°
b
T2 1/10 36 0.4609 + 0.002
T3 48 0.4548 + 0.004°
T4 24 0.5581 + 0.003¢
b
T5 1/50 36 0.4657 + 0.001
T6 48 0.3938 + 0.004°
T7 24 0.4781 + 0.001¢
e
T8 1/200 36 0.2771 £ 0.003
T9 48 0.2459 + 0.001F

T= tratamiento; Media + desviacion estandar (n = 3); los superindices con distintas

letras en vertical “a, b, c, d, e, ” representan diferencias significativas (P < 0.05).

La tabla 12 muestra la influencia de la relacion enzima sustrato y tiempo de hidrolisis
para obtener azucares reductores a partir del material lignocelulosico de tayanca, los
resultados obtenidos se procesaron con el paquete estadistico de InfoStat y se
compararon estadisticamente mediante un analisis de varianza (ANVA) con un nivel
de significancia de a= 0.05, ¢l cual indica que los valores experimentales tienen un
P menor a 0.05 %. Para la relacion enzima sustrato 1/50 p/v en 24 horas se obtuvo
0.5581 mg/ml de azucares reductores, lo cual indica el mayor porcentaje de azucares
reductores obtenidos; no obstante, este valor para el mismo tiempo de hidrolisis
muestra diferencia en cuanto la relacion enzima sustrato 1/10 p/v y 1/200 p/v que son
0.3885 mg/ml y 0.4781 mg/ml respectivamente; asi mismo, observamos que para
todos los tratamientos se obtienen valores similares. La prueba Tukey nos muestra
que hay diferencia media estadisticamente significativa entre los tratamientos para el

rendimiento (porcentaje de azucares reductores), ya que se encuentra por debajo del
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nivel de significacion (P- valor <a) es decir, todos los tratamientos producen un

rendimiento distinto.

Grafica de intervalos de AzRd vs. E/S
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Figura 9 — Intervalo de azucares reductores vs relacion Enzima/Sustrato
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Figura 10 — Intervalos de azucares reductores vs tiempo

La hidrolisis enzimatica genera la ruptura de los polimeros de celulosa y hemicelulosa,
para obtener mondmeros como glucosa y xilosa (Arismendy et al, 2019). No hay datos
para el material lignoceulosico de tayanca, sin embargo analizando el ensayo realizado

que se muestra en la tabla 5, figura 9 y 10 se demuestra el efecto enzimatico siendo
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mayor el efecto de hidrélisis enzimatica para la relacion enzima: sustrato 1/50 p/v en
24 horas de hidrolisis alcanzando una concentracion de azucares reductores de 0.5581
mg/ml; Pasado este tiempo de hidrolisis enzimatica, comienza a descender la
concentracion de estos azucares, este resultado demuestra poca efectividad de la
celulasa para atacar la fraccion celulosica y convertirla en azucares simples, este
resultado es inferior a lo reportado por (Apaza y Ramirez, 2021) quienes obtuvieron
15.43 g/L de azucares reductores para la cascarilla de arroz con una concentracion de
30 (% p/p) de enzima en 24 horas de hidrolisis.,. Segin (Loja Sanchez, 2017) explica
que hasta cierto punto existira la posibilidad de tener la maxima conversion a
monosacaridos, tras esto empieza la variacion y disminucion en la formacién de
azucares reductores, esto puede explicarse debido a la actividad bacteriana que consume
los azucares liberados dando o formando compuestos inhibidores, tales como fulfural y
HMF.

En comparacion con lo mencionado por Arellano quien reporta mayor concentracion de
azucares reductores mediante hidrolisis enzimatica de Pennisetum sp previo tratamiento
alcalino en 4 horas, alcanzando un porcentaje de conversion cercano al 70 % en azUcares
reductores (Arellano Perales, 2015) pero el tratamiento alcalino es una desventaja para
la fermentacion. Ademas, segun Preeti y sus colaboradores para obtener un rendimiento
alto en azucares provenientes de material lignoceulosico, se deben utilizar altas cargas
enzimaticas durante la hidrolisis, lo cual refleja un incremento en los costos de

operacion ( Preeti, et al, 2013).

5.1.5 Porcentaje de hidrolisis del material lignocelulésico de tayanca
Con la finalidad de determinar el efecto de la hidrolisis enzimética se caracterizo la fibra
obtenida después de ser sometida a hidrolisis enzimética. Los resultados se muestran en
la tabla 13.

Tabla 13 — Caracterizacion del material lignocelulésico de tayanca sometida a
hidrolisis enzimética

Composicion Antes de hidrolisis (%) Después de hidrdlisis
Lignina 20.07 21.96
Celulosa 43.32 37.83
Hemicelulosa 15.17 16.02
Holocelulosa 58.49 53.85

MICAELA BASTIDAS
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El porcentaje de celulosa antes de la hidrolisis fue de 43.32 %, el cual disminuy0 hasta
un 37 % esto refleja la conversion de la celulosa en azucares. El porcentaje de lignina
aumento de un 20 % a un 21 % por lo que se puede afirmar que el ataque enzimético no
altero la estructura de la lignina, tampoco fue solubilizada en el medio, las cantidades
relativas varian; por eso el aumento del porcentaje de lignina.

La tabla 13 muestra la accion de la enzima celulasa sobre la porcion de celulosa para

convertirla en azucares simples.

Tabla 14 — Porcentaje de hidrolisis del material lignoceluldsico de tayanca con
relacion enzima:sustrato 1/50 (p/v)

Componente E/S (p/v) % Hidrolisis
Celulosa 1/50 12.77
Holocelulosa 1/50 4.89
Hemicelulosa 1/50 -5.60

La tabla 14 muestra el porcentaje de hidrolisis para la relacion enzima: sustrato 2 % p/v
en 25 horas de hidrolisis enzimatica, tal es que el porcentaje de hidrolisis de la celulosa
resulté 12.77 %, el porcentaje de hidrolisis de la holoceluosa resulto 4.89 % y finalmente
el porcentaje de hidrolisis de la hemicelulosa resulta un valor negativo —5.60 %.

No hay datos para el material lignoceulosico de tayanca, segun los resultados de la tabla
6 el porcentaje de celulosa antes de hidrolisis fue de 43 %, el cual disminuy6 hasta un
37 % esto refleja la poca transformacion de celulosa en azucares, en este caso se entiende
que el 6 % de disminucidon en celulosa tiene como resultado la conversion en azucares
reductores. El porcentaje de lignina aumento de 20 % a 21 % lo cual indica segun lo
reportado por (Arellano, 2015), que el atague enzimatico no altero la estructura de la
lignina y menos aun fue solubilizada en el medio. El incremento se puede explicar por
la disminucion de celulosa en la muestra, haciendo que el porcentaje de lignina se

incremente relativamente.

Los resultados de la tabla 14 muestran el porcentaje de hidrolisis de la celulosa que
resultd 12.77 %, holocelulosa 4.89 % y hemicelulosa -5.60 %, también en este caso se
podria decir que las cantidades relativas varian; de ahi se puede entender la disminucion

del porcentaje de hemicelulosa.
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Segun Kim y colaboradores refieren que existe una reduccion en el porcentaje de
produccidn de azucares reductores en el tiempo como consecuencia a la inhibicion por
la generacion del producto final (celobiosa y glucosa). Estos inhibidores pueden ser
azucares solubles, &cidos orgénicos, furanos y compuestos fendlicos, los cuales generan
una inactivacion de la celulasa, reduciendo la tasa de produccion y el rendimiento de
azucares en el tiempo. (Kim, et al, 2011). Esto explicaria hasta qué punto existe la
posibilidad de tener la maxima conversién de celulosa a monosacéridos, ya que
alcanzando el punto maximo empieza el declive en la formacion de azucares reductores.
Esto puede deberse a la actividad bacteriana que consume los azucares liberados, y la
formacion de compuestos inhibidores, tales como fulfural y hidroximetilfulfural (HMF)
a partir de xilosa y glucosa. Algunos autores explican que en una hidrolisis acida para
el tallo de maiz, la poca carga del sélido hace que, el acido pueda acceder a la estructura
cristalina de la muestra tempranamente, transformando la glucosa en 5

hidroximetilfurfural que es un inhibidor (Palmguvist, 2000).
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones
e Enestatesis se determind las caracteristicas fisicoquimicas del material lignocelulosico
de tayanca (Baccharis microphylla) el cual estd constituido por 43.32 % de celulosa,
15.17 % de hemicelulosa y 20.07 % de lignina.

e En esta tesis se evalud el efecto de la hidrolisis enzimatica sobre el material
lignocelulésico de tayanca (Baccharis microphylla) para obtener azucares reductores,
en el que se pudo obtener un bajo porcentaje de azucares fermentables ya que el
contenido de celulosa de tayanca tuvo menor grado de hidrolisis que no es suficiente

para obtener etanol.

e Enel presente trabajo de investigacion se evalud el efecto de la relacién enzima sustrato
y el tiempo de hidrolisis sobre el porcentaje de hidrdlisis del material ligocelulésico de
tayanca (Baccharis microphylla) para la obtencién de azucares reductores, en el que el
mayor porcentaje de azucares fermentables resulté 0.5581 mg/ml obtenida con la
relacion enzima sustrato (E/S) 1/50 p/v en 24 horas, el cual representé una mayor
transformacion del material lignocelulésico en azucares, con respecto a la relacion
enzima sustrato (E/S) 1/10 y 1/200 p/v. El porcentaje de hidrolisis alcanzado en el

presente trabajo fue de 12.77 % para celulosa y 4.89 % para holocelulosa.

6.2 Recomendaciones
e Ampliar estudios de hidrolisis enzimética para materiales lignocelulésico y asi poder
comparar el presente estudio de forma mas realista.

e Esrecomendable evaluar el componente del aceite esencial de tayanca.
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Anexo 01 Acondicionamiento de la materia prima
a) Secado y reduccion de tamafio

Tabla 15 — Materiales, equipo y reactivo

Materiales Equipos Reactivos/sustancias
Molino Estufa Tallo, ramas y hojas
Tamiz de la tayanca

Brocha

Como materia prima se utilizo el tallo, rama y hoja de la tayanca que fue recolectada en el
distrito de Huaquirca. Se utiliz6 un tamafio de particula de 5 mm en promedio mediante un
proceso de molienda y tamizado con el fin de tener mayor area de contacto, y asi facilitar los
tratamientos de los andlisis siguientes, posteriormente se mantuvo en estufa a 1052C durante
12 horas para eliminar la humedad residual, almacenandose después en bolsas selladas a

temperatura ambiente hasta su uso.

Figura 11 — Proceso de secado y molienda de la muestra

b) Determinacion de humedad

Método Gravimetrico (diferencia de peso)

Tabla 16 — Materiales, equipo y reactivos

Materiales Equipos Reactivos/sustancia

Placa petri Estufa _
_ ) . Tayanca molida
Pinzas metalicas Balanza analitica
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Procedimiento:
e Determinar el peso de una placa petri vacia
e Pesar 5 g de muestra en la placa petri y registrar el peso.
e Colocar en la estufaa ( 105 +/-3) °C durante 24 horas.
e Enfriar en el desecador y pesar la placa contenida de muetra.
e Calcular la humedad
e Realizar la prueba por duplicado
Interpretacion del resultado:
Muestra humeda — Muestra seca
% Humedad = - * 100
Muestra huimeda
Figura 12 — Determinacion del peso de la muestra seca
c) Detreminacién de cenizas
Método basado en el procedimiento NREL/TP-510-42622
Tabla 17 — Materiales, equipo y reactivos
Materiales Equipos Reactivos/sustanias

- crisol de porcelana - Placa calefactora - Tayanca molida

- pinza metéalica - Mufla

- espatula - Desecador

- Balanza analitica

Procedimineto:
e Secar el crisol de porcelana en la mufla a 500° C durante 5 horas.
e Deterinar el peso del crisol de porcelana luego de haberlo enfriado en el desecador.

e Pesar 1 gramo de muetra y colocar en el crisol.
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e Colocar en la plancha calefactora el crisol con muetra para que se caliente
moderadamente durante 30 minutos.

e Poner a maxima potencia la placa calefactora para que la muetra se carbonice por
completo hasta que ya no se produzca humo.

e Colcar en la mufla la muestra carbonizada a 575°C por 24 horas.

e Enfriar en el desecador y pesar.

e Determinar cenizas.

e Determinacion por dulpicado.

Interpretacion del resultado:

Peso ceniza
100

% cenizas =

*
Peso muestra original

Figura 13 — Determinacion de cenizas

d) Determinacion de sustancias extraibles
El alcohol absoluto es un disolvente organico polar volatil que puede ser usado en el
extractor de Soxhlet, permite disolver compuestos secundarios presentes en la biomasa
lignocelulo6sica.
Metodo: la determinacion de extractivos en biomasa se realiza en base al procedimiento de
NREL/TP-510-42619.
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Materiales Equipos Reactivos/sustancias
Matraz de bola 250 ml Estufa - Alcohol
Probeta de 100 ml Placa calefactora absoluto

Refrigerante Extractor - Agua destilada
Dedal soxhlet - Tayanca molida.
- Capsula de porcelana - Balanza
- Desecador analitica

- Luna de reloj

- Espatula

Procedimiento:

e Determinar el peso de una capsula vacia.

e Pesar 8.5 g de muestray colocarlo en el dedal.

e Medir 175 ml de agua destilada y colocarlo en el matraz a la vez introducir el dedal en
el extractor soxhlet.

e Encender la placa calefactora y desde la ebullicion esperar a que se den 4 sifonamientos.

e Desechar el agua contenida en el matraz y medir 175 ml de alcohol absoluto y colocarlo
en el matraz para realizar 4 sifonaientos mas, es decir se tiene un total de 8
sifonamientos, el color de extracto de la muestra que se visuaiza debe desaparecer.

e Colcar la muetra sin extracto en la capsula previo peso conocido.

o Realizar algunos lavados con agua destilada a la muestra sin extracto.

e Secar la muestra en una estufa a 105 °C hasta tener peso constante y enfriar en el
desecador.

e Pesar la capsula con muestra sin extracto.

e Deterinar el porcentje de estractos solubles.

e Realizar el ensayo por duplicado.

Interpretacion del resultado:

Peso muestra original (g) — Peso muestra libre de extracto (g) 100
*

% extractos =
° Peso muestra original(g)
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Figura 14 — Determinacion de extractos

e) Determinacion del porcentaje de lignina

El método usado corresponde con la norma TAPPI 222. El método de Hidrolisis Acida

Cuantitativa practica una hidrolisis de dos etapas: la primera con &acido sulfurico que

hidroliza los polisacaridos en oligosacaridos y una segunda que rompe los oligomeros en

monosacaridos.
Método: Basado en la norma TAPPI T-222 os-74, (Honorato & Hernadez, 1998).

Tabla 19 — Materiales, equipo y reactivos

Materiales

Equipos

Reactivos / sustancias

Vaso de precipitado
Matraz de 500 ml
Refrigernate

Bafio maria

Crisol tipo gooch

Balanza analitica

Esufa

- Muestra de tayanca
molida libre de
extractos.

- Acido sulfurico al
72 %.

- Agua destilada.

Procedimiento:

e Pesar 1g de muestra libre de extractos y colocar en un vaso de precipitado.

e Afiadir 15 ml de H2SO4 al 72 % manteniendo en agitacion y en bafio maria a (20 +/- 1)

°C, aproximadamnete 2 horas hasta que se observe la muestra obscura.

e Transferir el conteido a un balon de destilacion

e Afadir 560 ml de agua destilada caliente para obtener H.SO4 al 4 %.
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e Armado el refrigerante llevar a ebullicion durante 4 horas (reflujo).
e Decantar la muestra ubicando el balén en posicion algo inclinada.
e Armar el sisitema filtrante y filtrar.

e Determinar el peso del filtro gooch # 3

e Lavar el residuo solido con agua destilada caliente.

e Secar en una estufa a 105 +/- 3°C hasta tener peso constante.

El procedimiento se hace por duplicado.

Segun la norma TAPPI T-222 la preparacio de H2SOsal 72 % se prepara afiadiendo 665 ml
de acido sulfurico concentrado sobre 300 ml de agua destilada suavemente, postrior a ello
se afora con agua destilada hasta 1000 ml.

Interppretacion delresultado:

Peso residuo seco (g) 100

% Lignina =
o 18 Peso muestra original libre de extracto (g)

Determinacion del porcentaje de celulosa
Método basado en la norma TAPPI T-212

Tabla 20 — Materiales, equipo y reactivos

Materiales Reactivos / sustancias

- Matraz de 250 ml -

Equipos

Balanza analitica - Muestra de

- Bafio Maria - Estufa tayanca molida
- Filtro Gooch # 3 libbre de
(porosidad extractos
media) - Hidroxido sodico
al 17.5 %
- Acido acetico al
10 %

- Agua destilda

Procedimiento :

e Pesar 1g de muestra libre de extracto y colocar en un matraz de 100 ml

e Afadir 10 ml de hidroxido sodico al 17.5 % agitar y dejar reposar en bafio Maria a (25
+- 1) °C por 5 minutos.

e Afadir 5 ml de de NaOH al 17.55 % agitar y dejar reposar en bafio Maria a (25 +- 1)

°C por 30 minutos.
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e Aifadir 30 ml de agua destilada, agitar y dejar reposar en bafio Maria a (25 +- 1) °C
durante 1 hora.

e Una vez pesado el filtro Gooch # 3, pasar la solucion por el mismo (filtrar)

e Lavar el residuo solido con 30 ml de agua destilada y luego con 25 ml de NaOH al 17.5
5 %.

e Lavar el residuo solido con 30 ml de agua destilada

e Afadir al residuo solido 15 ml de acido acetico al 10 % y reposar por 30 minutos.

e Lavar el residuo solido con 50 ml de agua destilada.

e Secar el residuo solido en una estufa a 80 +.5°C hata tener peso constante.

e Enfriar en un desecador y pesar.

El procedimiento se realiza por duplicado
Férmula:

peso seco residuo (g)

Ll _ 100
celulosa peso muestra original libre de extracto (g) )

Figura 15 — Determinacion de celulosa

g) Determinacion del contenido de holocelulosa

La determinacion de holocelulosa permite determinar de manera indirecta el contenido de
hemicelulosa por diferencia con la celulosa.
Método basado en la norma ASTM 1104-56.
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Tabla 21— Materiales, equipo y reactivos
Materiales Equipos Reactivos / sustancias
- Matraz de 500 ml - Balanza analitica - Muestra de
- Bafio Maria - Estufa tayanca  molida

Filtro Gooch # 40

(diametro 8 pum)

- Placa calefactora

libbre de extractos

Acido acetico al

- Pipeta 10 %
- Pera - Clorito de sodio
- Proveta - Agua destilda

- Hielo

Procedimiento:

e Pesar 2 g de muestra libre de extractos y colocarlo en un matraz de 500 ml.

e Afiadir 160 ml de agua destilada, 1g de clorito de sodio y 0,2 ml de 4cido acético glacial,
en un bafio de agua entre (70-80) °C, esperar una hora.

e Afiadir nuevamente 1g de clorito de sodio y 0,2 ml de &cido acético glacial, manteniendo
la temperatura indicada. Realizar esta accion por 1o menos tres veces durante minimo
tres horas, hasta que la muestra se torne blanca.

e Esperar una hora tras la Gltima adicién y enfriar en un bafio de hielo a 10°C.

e Filtrar con papel filtro nimero 40 y hacer un lavado con 500 ml de agua destilada fria.

e Recoger el residuo en una capsula de porcelana previo peso conocido y secar una estufa

a 105+/-3 °C durante 4 horas, hasta peso constante.

Interpretacion del resultado:

peso del residuo seco (g)

% Holocelulosa = * 100

peso muestra original libre de extractos (g)
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Figura 16 — Determinacion de holocelulosa

Donde la detrminnacion de hemicelulosa se realiza por simple diferencia.

HOLOCELULOSA = CELULOSA + HEMICELULOSA
Por lo tanto,
%HEMICEULOSA = %HOLOCELULOSA - % CELULOSA
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Anexo 02 Pretratamiento

El material lignocelulosico de tayanca fue sometido al pretatamiento de explosion de vapor que
se llevd a cabo en un reactor de acero inoxidable. Consiste en un depdsito de 10L de capacidad.
El equipo dispone de una tapa con ocho tornillos en la parte superior donde se encuentra situada
una vélvula de alivio de presion y un manémetro.

Figura‘17 — Explosién de vapor

El pre tratamiento logré modificar de alguna manera la estructura de la lignina, provocando un
hinchamiento en la madera, aumentando el area superficial del material y dejandolo mas

susceptible al ataque enzimatico.

Figura 18 — Muestra de tayanca después del pretratamiento

MICAELA BASTIDAS
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Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



- 69 de 89 -
Anexo 03 hidrolisis enzimatica

La figura 19 y 20 muestra la fase de cada etapa durante la conversion a azucares reductores.

Figura 20 — Fase solida tras la hidrolisis

Tabla 22 — Relacién enzima sustrato (E/S) 1:10 p/v sobre la hidrolisis enzimatica del
material lignocelulosico de tayanca

Muestra Tiempo (horas) Azucares reductores
(%)
M1 0 0.1229
M2 8 0.3125
M3 16 0.3624
M4 24 0.3885
M5 32 0.4649
M6 40 0.4569
M7 48 0.4548
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AzUcares reductores (%) vs tiempo (horas)
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Figura 21 — Relacion enzima sustrato (E/S p/v) sobre la hidrolisis enzimatica del material
lignocelulosico de tayanca

Analizando el ensayo realizado que se muestra en la tabla 22 y figura 23, relacion enzima
sustrato 1:10 p/v se observa que el tiempo Optimo para la liberacion de azucares reductores es
de 41 horas y que después de este tiempo de hidrolisis enzimética, empieza a descender la
concentracion de estos azucares. Este ejemplo explica que hasta cierto punto existird la
posibilidad de tener la maxima conversién a monosacaridos, tras esto empieza la degradacion
dando o formando compuestos inhibidores, tales como fulfural y HMF, a partir de xilosa y

glucosa, respectivamente.

Tabla 23 — Relacion enzima sustrato (E/S) 1:50 p/v sobre la hidrolisis enzimatica del

material lignocelulosico de tayanca

Muestra Tiempo (horas) Azucares reductores
(%)
M1 0 0.1552
M2 8 0.4625
M3 16 0.5203
M4 24 0.5581
M5 32 0.4794
M6 40 0.4519
M7 48 0.3938
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Azucares reductores (%) vs tiempo (horas)
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Figura 22 — Relacién enzima sustrato (E/S p/v) sobre la hidrolisis enzimatica del material

lignocelulosico de tayanca

Analizando el ensayo realizado que se muestra en la tabla 23 y figura 20, relacién enzima
sustrato 1:50 p/v se observa que el tiempo 6ptimo para la liberacién de azucares reductores es
de 25 horas y que después de este tiempo de hidrolisis enzimatica, empieza a descender la
concentracion de estos azucares. Este ejemplo explica que hasta cierto punto existira la
posibilidad de tener la méxima conversion a monosacéridos, tras esto empieza la variacion y
disminucion en la formacidn de azucares reductores, esto puede explicarse debido a la actividad
bacteriana que consume los azucares liberados dando o formando compuestos inhibidores, tales

como fulfural y HMF.

Tabla 24 — Relacion enzima sustrato (E/S) 1:200 p/v sobre la hidrolisis enzimatica del

material lignocelulosico de tayanca

Muestra Tiempo (horas) Azucares reductores
(%)
M1 0 0.0586
M2 8 0.1755
M3 16 0.2745
M4 24 0.3198
M5 32 0.2987
M6 40 0.2554
M7 48 0.2439
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Azucares reductores (%) vs tiempo (horas)
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Figura 23 — Relacion enzima sustrato (E/S) sobre la hidrolisis enzimatica del material

lignocelulosico de tayanca

Analizando el ensayo realizado que se muestra en la tabla 9 y figura 25, relacion enzima sustrato
1:10. Se observa que el tiempo 6ptimo para la liberacion de azucares reductores es de 27 horas
y que después de este tiempo de hidrolisis enzimatica, empieza a descender la concentracion de
estos azucares. Este ejemplo explica que hasta cierto punto existira la posibilidad de tener la
maxima conversion a monosacaridos, tras esto empieza la degradacion dando o formando
compuestos inhibidores, tales como fulfural y HMF, a partir de xilosa y glucosa,

respectivamente.

Figura 24 — Fibra del material Iirgnocelulésico de tayan"(-:a espués de la hidrolisis

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS
" o

-73de 89 -
Anexo 04 determinacion de azucares reductores en la muestra problema.

Después de la etapa de hidrolisis, se procedid a la aplicacion del método DNS, con 1mL de
muestra y 1mL del reactivo DNS (anteriormente preparado) en un tubo de 10mL, se llevo a
ebullicion por 10 minutos adicionando posteriormente 1mL de agua destilada al tubo, dejando
en reposo con hielo durante 10 minutos y finalmente realizando la lectura en el

espectrofotometro a una longitud de onda de 540nm. La curva esta en la Figura 25.

Curva de Calibracion de Azucares Reductores

o
g 08 y = 5.0027x - 0.0491
S 06 R? =0.9996
2
2 04

0.2

0 [#
0, 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentracién de glucosa (mg/ml)

Figura 25 — Curva de calibracion de azucares reductores

Con el valor de la absorbancia para cada muestra problema y gracias a los datos obtenidos en
la curva de calibracién de glucosa (pendiente (m) y punto de corte (b)) adoptando la glucosa
como azucar reductor total como lo establecié (Cortes et al., 2013), se aplica la ecuacion de la
recta, para asi conseguir el valor de la concentracion en la muestra, multiplicando este valor por

el factor de dilucién utilizado en el patrén de glucosa.

, mg (abs + b) ,
Concentracion Azucares (ﬁ) = (T) (concentracion de glucosa)
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Tabla 25 — Azucares reductores del hidrolizado del material lignocelulosico de tayanca

Relacion enzima sustrato Horas-azUcares reductores (%)
(E/S) (p/v) Repeticion 24 36 48
R1 0.3995 0.4622 0.4497
1/10 R2 0.3792 0.4623 0.4582
R3 0.3869 0.4582 0.4564
R1 0.5612 0.4644 0.3897
1/50 R2 0.5546 0.4661 0.3952
R3 0.5585 0.4665 0.3965
R1 0.3212 0.2768 0.2452
1/200 R2 0.3193 0.2746 0.2459
R3 0.3189 0.2798 0.2467
—e—24h —@—36h 48 h
0.6

0 I N
04 abd \‘\\
i O\
/4
/4

/

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5
Relacién E/S

Azucares reductores

Figura 26 — Relacion E/S sobre la hidrélisis enzimatica del material lignocelulésico de tayanca

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



-75de 89 -
Anexo 05 porcentaje de hidrolisis del material lignocelulosico de tayanca
celulosa inicial — celulosa final

% Hidrolisis de Celulosa = olulosa inicial * 100

] o 43.32 — 37.83
% Hidrolisis de Celulosa = 1337 * 100 =12.77%

] o holocelulosa inicial — holocelulosa final
% Hidrolisis de holoelulosa = T locelulosa inicial * 100

] o 58.49 — 55.63
% hidrolisis de holocelulosa = £5.49 x 100 = 4.89%

] o ) hemicelulosa inicial — hemicelulosa final
% Hidrolisis de hemielulosa = romicolulosa inicial * 100

] o ] 15.17 — 17.80
% hidrolisis de hemicelulosa = 517 * 100 = —-17.34%
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Anexo 06 analisis estadistico para la produccion de azucares reductores a partir del material
lignoceulosico de tayanca.

Tabla 26 — Analisis de la varianza

Variable N R R? Aj Cv
% AzUcares
reductores 27

1.00 1.00 112

La tabla 26 expresa la variable rendimiento de azucares reductores expresado en porcentajes en

el que N nos indica que tenemos un total de 27 unidades experimentales y el coeficiente de

variacion (Cv) que es 1.12 %.

Tabla 27 — Tabla de Analisis de varianza

Fuente de Suma de Grado de | Cuadrado |Razon-F |valor-P
variacion cuadrados libertad medio
Modelo 0.24 10 0.02 1238.08 | <0.0001
E/S 0.19 2 0.09 4702.88 <0.0001
TIEMPO 0.02 2 0.01 384.07 <0.0001
BLOQUE 1.4E-05 2 7.1E-06 0.36 0.7042
E/S * TIEMPO 0.04 4 0.01 551.53 <0.0001
Error 3.2E-04 16 2.0E - 05
Total 0.24 26

La tabla 27 muestra los resultados obtenidos por el programa InfoStat para la produccion de
azucares reductores a partir del material lignocelulosico de tyanca, el cual indica que los valores
experiemtales tienen un P menor a 5 % por lo que aceptamos la hipétesis alterna, ya que la
prueba de Tukey nos indica que existe diferencia media entre el rendimiento (porcentaje de
azucares reductores) del tratamiento ya que se encuentra por debajo del nivel de significacion

(P- valor < a).

Tabla 28 — Prueba Tukey para la relacion E/S

E/S Medias N E.E

1/50 0.47 9 15E-03 A

1/10 0.43 9 1.5E -0 B
1/200 0.28 9 1.5E -0 C

MICAELA BASTIDAS
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La tabla 28 muestra que en el factor relacion E/S la diferencia media significativa (DMS) es
de 0.0054. Para cada nivel del factor relacion E/S, podemos observar que el mejor
tratamiento en este factor fue la de la relacion E/S 1/50 p/v que resultd el mejor rendimiento
con una media de 0.47 % y la mas baja fue 0.28 % que corresponde al factor relacion E/S
(1/200 p/v).

0.48+

0.43

0.38

%AZR

0.324

C

027 - .

1450 110 1/200
E/S

Figura 27 — Grafico de Enzima/Sustrato vs %oAzucares reductores

La grafica indica de que la relacién Enzima/Sustrato (1/50 p/v) fue el que presento mejor

rendimiento que la relacion E/S 1/200 p/v.

Tabla 29 — Prueba Tukey para el tiempo

TIEMPO Medias n E.E
24 0.42 9 15E-03 A
36 0.40 9 1.5E -0 B
48 0.36 9 1.5E -0 C

La tabla 29 indica que el factor tiempo que presento mejor rendimiento fue de 24 horas con una
media de 0.42 % y la que presento la media en rendimiento mas bajo fue de 48 horas con 0.36

% de azucares reductores con una diferencia media significativa de 0.00540 %.

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



- 78 de 89 -

0.427 4

0.410+

0.3544

%AZR

0.378

C
0.382 i 1
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Figura 28 — Grafico de tiempo vs % Azucares reductores

La grafica del factor de estudio tiempo nos indica que en 24 horas se obtuvo el mayor

rendimiento de azucares reductores y el menor rendimiento de obtuvo en 48 horas.

Tabla 30 — Tukey para la relacién enzima sustrato vs tiempo

E/S (p/v) TIEMPO Medias n E.E

1/50 24.00 0.56 3 2.6E-03 A

1/50 36.00 0.47 3 2.6E-03

1/10 36.00 0.46 3 2.6E-03

1/10 48.00 0.45 3 2.6E-03

1/50 48.00 0.39 3 2.6E-03 C

1/10 24.00 0.39 3 2.6E-03 C

1/200 24.00 0.32 3 2.6E-03 D

1/200 36.00 0.28 3 2.6E-03 E
1/200 48.00 0.25 3 2.6E-03 F

El mejor rendimiento se obtuvo del tratamiento relacion enzima/sustrato (E/S) 1/50 p/v con 24
horas y una media de 0.56 % de azucares reductores y el que nos dio el menor rendimiento de
azucares reductores se obtuvo de la relacion enzima/sustrato (E/S) 1/200 p/v con 48 horas donde
ese obtuvo 0.25 % de azucares reductores y se obtuvo una diferencia media significativa de
0.01289 %.
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