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RESUMEN

El desarrollo de la presente investigacion se llevd a cabo en dos etapas; la
primera etapa consistié en estudiar dos diferentes métodos de extraccion método I
(hidrotérmico) y método II (expansion por explosion) siendo las condiciones de
estudio para el método hidrotérmico de 10, 15 minutos, temperaturas 80, 90 °C,
relacion M:H,O de (1:1, 1:2) (p/v) y en el método de extraccion de expansion por
explosion se estudiaron a las variables de presion 110, 130 psi, humedad 53, 62% y
peso de la materia prima 90, 110 g; de tal manera que en cada método de extraccion
se seleccione al mejor tratamiento en funcion a la variable de respuesta de FDN.

Por otro lado se reportaron diferencias significativas (0=0.05) en los
tratamientos de extraccion hidrotérmica y expansion por explosion; de forma que se
aplico la comparacion multiple de medias (Tukey) en el método I cuyo valor mas
alto de FDN se obtuvo en el tratamiento uno la que no difiné estadisticamente (p<
0.05) de los tratamientos dos y tres de los cuales se selecciond el tratamiento tres con
las variables de 90 °C, 10 minutos, y relacion materia prima agua 1:2 (p/v) quien
alcanzo6 un rendimiento de FDN de 67.83 %, por otro lado en el método de expansion
por explosion el tratamiento cuatro fue el de mayor rendimiento con 58.60% de FDN
con las variables de presion 110 Psi, peso 90 g y 53% de humedad difiriendo
estadisticamente de los demas tratamientos estos resultados se seleccionaron para el
proceso de la hidrolisis acida.

En la segunda etapa, se realiz6 una hidrolisis 4cida a los tratamientos
seleccionados con mayor concentracion de FDN tanto como para el método
hidrotermico y expansion por explosion, donde las variables de estudio en la

hidrdlisis fueron tiempos de 30, 60, 90 minutos y concentraciones de 2, 4, 8 % de
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(H2S04) a una temperatura constante de 121 °C, las que se evaluaron en funcién a la
concentracion de azucares reductores (AR).

Al realizar un analisis de varianza (ANOVA) a los resultados de los aziicares
reductores después del proceso de hidrolisis acida en ambos métodos de extraccidn,
se reportaron diferencias significativas entre tratamientos a un nivel de significancia
de a = 0.05 de forma que se pasé a aplicar la comparaciéon miltiple de medias en
donde los resultados mas altos de azucares reductores después del tratamiento
hidrotérmico fue 9.28, 9.18, 8.95 g/L. y en ¢l método de expansion por explosion
9.41, 9.24, 9.24 g/L; las que no difirieron estadisticamente (p< 0.05).

El tratamiento de mayor resultado fue el tratamiento tres después del proceso de
hidrolisis 4cida tanto como para el método hidrotérmico y expansion por explosion
resultando 9.28 g/ y 9.41 g/L de azlicares reductores (AR) equivalentes a 27.84 %
y 28.23 % respectivamente a condiciones de 30 minutos y a una concentracion de 8%
H,SO, y una relacion de (M: H,SOy) 1:30 p/v.

En los métodos de extraccion hidrotermica, expansion por explosion e hidrolisis
acida se utilizd el disefio factorial; las que permitieron determinar los efectos de
temperatura, tiempo y relaciéon en el método hidrotérmico; presion, porcentaje de
humedad y peso en método de expansion por explosion en funcidn a la concentracion
de FDN. Mientras en la hidrolisis acida se evaluo los efectos de tiempo y
concentracion de acido en relacion a la concentracion de azicares reductores (AR) en

ambos métodos de extraccion.

Palabras Claves: Pretratamiento hidrélisis, hidrotermico, expansion por explosion,

azucar reductor, fibra.
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SUMMARY

The development of the present investigation was carried out in two stages; the
first stage consisted of studying two different methods of extraction method I
(hidrotérmico) and method II (expansion for explosion) being the study conditions
for the method hidrotérmico of 10, 15 minutes, temperatures 80, 90 °C, relation
M:H,0 of (1:1, 1:2) (p/v) and in the method of extraction of expansion by explosion
110, 130 were studied to the pressure variables psi, moisture 53, 62 % and weight of
the raw material 90, 110 g; in such a way that in every extraction method it is
selected to the best treatment in function to the variable of answer of FDN.

On the other hand =0.05 brought significant differences (a) in the treatments of
hidrotérmica extraction and expansion for explosion; so that the multiple comparison
of averages (Tukey) was applied in the method I whose higher value of FDN
obtained in the treatment one the one that did not defer as per statistics (p <0.05) of
the treatments two and three of which selected the treatment three with the variables
of 90 °C, 10 minutes, and relation raw material waters down 1:2 (p/v) the one who
reached a yield of FDN of 67.83 %; on the other hand in the expansion method for
explosion the treatment four was that of major yield with 58.60 % of FDN with the
variables of pressure 110 Psi, he weighed 90 g and 53 % of moisture deferring as per
statistics of other treatments these results was selected for the process of the acidic
hidrolisis.

In the second stage, an acidic hidrolisis realized to the treatments selected with
major concentration of FDN so much how for the hidrotermico method and

expansion for explosion, where the study variables in the hidrélisis were times of 30,
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60, 90 minutes and concentrations of 2, 4, 8 % of (H,SO4) to a constant temperature
of 121 °C, which evaluated in function to the sugar concentration differentials (AR).

After differentials realized an analysis of variance (ANOVA) to the results of the
sugar after the process of acidic hidrolisis in both extraction methods, 0.05 brought
significant differences between treatments at a significancia level of a = so that one
happened to apply the multiple comparison of averages where the highest results of
sugar differentials after the treatment hidrotérmico was 9.28, 9.18, 8.95 g/L and in
the expansion method for explosion 9.41, 9.24, 9.24 g/L; those who did not defer as
per statistics (p <0.05).

The treatment of major result was the treatment three after the process of acidic
hidrolisis so much how for the hidrotérmico method and expansion for explosion
turning out to be 9.28 g/L. and 9.41 g/L of sugar differentials (AR) equivalent to
27.84 % and 28.23 % respectively to conditions of 30 minutes and to a concentration
of 8 % H,SO;4 and a relation of (M: H,SO4) 1:30 p/v.

In the methods of hidrotermica extraction, expansion for explosion and hidrolisis
acidic the design was used factorial; those who allowed to determine the effects of
temperature, time and relation in the method hidrotérmico; pressure, percentage of
moisture and weight in expansion method for explosion in function to the FDN
concentration. While in the acidic hidrolisis there evaluated the effects of time and
concentration of acid as regards the sugar concentration differentials (AR) in both

extraction methods.

Words Fix: Pretreatment hidrolisis, hidrotermico, expansion for explosion, sugar

differential, fibre.
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L. INTRODUCCION

Las hojas del Agave americana se consideran como un sub producto
agroindustrial cuyo componente mayoritario es la fibra insoluble; la que tiene un
potencial de utilizacion como uso de productos en la obtencion de azicares
fermentables para procesos biotecnologicos.

En la actualidad se han realizado diversas investigaciones para obtener aziicares
reductores de materiales lignoceluldsicos por diversos tratamientos; sin embargo no
existe una solucién definitiva por lo que existe la necesidad de desarrollar otras
tecnologias de aprovechamiento. Ademas en los ultimos 15 afios los cientificos
tomaron interés en la investigacion de la biomasa lignoceluldsica en particular en los
residuos de agricultura, silvicultura y residuos agroindustriales por el bajo costo de
estas materias primas; siendo la regiéon de Apurimac con una considerable
produccion del Agave americana las que pueden ser aprovechas de forma beneficiosa
para la produccion de azicares monoméricas.

La composicién quimica de la biomasa lignocelulosica, basicamente esta
constituida principalmente por los polimeros de celulosa, hemicelulosa, lignina y
extractivos. La celulosa es un polimero lineal formado por unidades de glucosa por
enlaces B (1,4) las que presentan fuertes uniones intermoleculares formando
propiedades cristalinas, 1a que hace que sea insoluble en el agua; en cambio la
hemicelulosa estad constituido por pentosas, hexosas y presentan una estructura
amorfa la que hace que sea mucho mas soluble a los solventes quimicos durante la
hidrolisis. Para la produccion de aziicares reductores (AR) a partir de la fibra
msoluble del Agave es necesario cuantificar el contenido de fibra detergente neutra

(FDN), fibra detergente acida (FDA) y lignina detergente acida (LDA) después de
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cada proceso de extraccion las que seran utiles para poder definir la cantidad de

polimeros existentes.

El problema mas importante para la obtencién de azucares reductores es la

impermeabilidad de la lignina polimero de dificil degradacion, siendo necesario

utilizar pretratamientos que modifiquen la estructura para facilitar el proceso de

hidrdlisis de celulosa y hemicelulosa, en efecto la conversion eficaz de la biomasa

lignoceluldsica recalcitrante a azucares fermentables requiere tres pasos; reduccion

de tamafio, pretratamiento y hidrdlisis.

Por consiguiente, el presente trabajo de investigacion se enmarca dentro de los

siguientes objetivos.

a)

b)

Objetivo general

Extraer fibras de las hojas del Agave americana por métodos de
pretratamiento hidrotérmico y expansién por explosion para la obtencion de
azucares reductores mediante hidrdlisis acida.

Objetivos especificos

Evaluar los parametros de extraccion en el método de pretratamiento
hidrotérmico a las fibras de las hojas del Agave americana en funcion de fibra
detergente neutro (FDN) y seleccionar el mejor tratamiento.

Evaluar los parametros de extraccion en el método del pretratamiento de
expansion por explosion a las fibras de las hojas del Agave americana en
funcién de fibra detergente neutro (FDN) y seleccionar el mejor tratamiento.
Efectuar una hidrélisis 4cida a las fibras de las hojas del Agave americana de

cada pretratamiento seleccionado para la obtencion de azicares reductores.
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II. MARCO TEORICO

2.1 Aspectos generales del maguey (4gave americana)

El Agave americana linné pertenece a la familia agavaceae el que estd
conformado por un grupo de mas de 650 plantas tropicales y subtropicales; dando
lugar a su clasificacién taxonémica como se muestra en la tabla 01 (Ricks et al,,
1999), segun estudios resientes afirman que esta planta agavaceae es de origen
mexicano, las que fueron extendidas posteriormente en el resto de los continentes
como Asia, Norteamérica, Sudamérica central y tropical (Mylsamy y Rajendran
2011;Jurado y Sarzosa, 2009).

Como la mayoria de las fibras naturales, el Agave es formado por bultos fibrosos
principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina también con un contenido bajo de
ceras y cenizas (Bessadok ef al., 2008), las mismas que dan refuerzo y rigidez a las
hojas.

Tabla 01. Clasificacion taxondmica del maguey (Agave americana).

Reino Vegetal

- Division Spermatophyta.
Clase a WArngtr'roSperl;zrae” o
 Subclase Monocotyledonea |
'Ordén ” Lflﬁordfae o
‘Familia Agavaceae

Genero Agave

jr Especle Agave amerzrca;l:u; 7.3
Reino Vegetal
(Ochoa, 2009).
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Las hojas del maguey son gruesas y suculentas, poseen células especializadas
para el almacenamiento de agua, el mimero de hojas por roseta varian de 20 a 200,
dependiendo de la especie; estas posen una cuticula dura, las que permiten una mejor
adaptacion para prevenir la pérdida de agua en zonas desérticas (Guillot, et al.,
2008).

Las mismas que estan cubiertas por una fina pelicula de cera constituida
fundamentalmente por alcoholes, esteres, acidos grasos e hidrocarburos ademas de
gomas, pectinas, almidones, clorofila que evitan la pérdida del agua (Vilcanqui,
2009; Thamae er al.,, 2008). Por otro lado la savia constituida en las hojas, esta
compuesta por cristales oxalato de calcio, goma y saponinas estas saponinas

constituyen de 1 a 2% en base seca (Ricks et al., 1999; Escamilla, 2011).

Figura 01. Agave americana (Adaptacion propia)

La mayoria de los nutrientes son almacenados en las hojas, los cuales
eventualmente se moveran hacia la inflorescencia. Cuando la planta florece, las hojas
empiezan a declinar, mientras se forman las flores y frutos las hojas se van secando y
endureciendo. La mayoria de las plantas del género Agave son monocarpicas, lo cual

quiere decir que después de su tinico evento reproductivo mueren (Carrera, 2005). El
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crecimiento de las plantas agavaceas alcanzan hasta una altura de 2 a 12 m en un

periodo de 5 a 15 afios (Sarah et al,, 2011).

2.2 Componentes quimicos de las fibras de Agave
Como la mayoria de las fibras vegetales, las fibras de Agave estin compuestas
principalmente por celulosa, lignina, hemicelulosas y cenizas, cuya descripcion se

detalla en la figura 02 (Gumeta, 2009).

Fibra elemental
Pectinasy ligninas
{cemento)

—~—

Paguetede fibras

Regionesamorfas Espacios

Hemicelufosas,
pectinas y ligninas

Fibrilas cristalinas Cadenasde Microfibrilas
celulésicas -

Figura 02. Estructura de una fibra lignocelulésica (Bessadok et al., 2009).

2.3 Componentes de la biomasa lignocelulésica

La composicion de la biomasa lignoceluldsica esta constituida por celulosa,
hemicelulosa, denominadas macromoléculas las que estdn compuestas por diferentes
azucares las que se muestran en la tabla 02 y la lignina conformada a partir de
precursores aromaticos fenil propanoides; con pequefias cantidades de extractivos
(Saxena et al., 2009; Hendriks y Zeeman, 2009; Sanchez, 2009) es un término
utilizado para todo aquel material organico que proviene de las plantas incluyendo

las algas y todo tipo de vegetacion e incluso residuos organicos (Crespo, 2009);
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generalmente las condiciones climaticas y edad no solo influyen en la estructura de la

fibra, sino también en su composicién quimica de estas fibras naturales (Bledzki y

Gassan, 1999).

Tabla 02. Principales compuestos del la biomasa lignocelulosica

Componente Formula Estado

' Glucosa CeH 1206 Liquido
Xilosa CsHig0s  Liquido
‘Celulosa ~ CeHiOs  Solido
\Xilan (Hemicelulosa) | _ C5HgO4 ~ Solido
‘Lignina  CpHipgO13 Solido

Fuente: (Ojeda, 2011).

En efecto la biomasa lignoceluldsica representa la fraccion principal de mayor

parte en planta, las que se clasifican en residuos agricolas (bagazo de cafia de azucar,

bagazo de maiz, paja de trigo, paja de arroz, paja de cebada), maderas duras (alamo,

chopo), maderas blandas (pino), residuos celuldsicos (papel de periddico, residuos de

papel de oficina), biomasa herbéacea (alfalfa, alpiste), las que estan constituidas por

celulosa 20 — 50%, hemicelulosa 20 - 35% las que varian segtn el tipo de biomasa

como se observa en tabla 03 (Wyman, 1994; Tomas, 2010).
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Tabla 03.Contenido lignocelul6sico en distintas materias primas.

Material lignocelulésico Celulosa % Hemicélulosa % Lignina%

' Madera dura 40-55 24-40 18-25 |
‘Madera suave 4550 2535 2535
‘Cascaradenuez ~ 25-30 2530 3040
Olote de maiz 4 35 15
'Desechos de pastos ~~ 25-40 3540 1830
Papedl 899 0 015
'Pajadetigpo - 30 50 15
Hojas 1520 808 0
' Algodon 895 0 0
Papel periodico 40-55 25.40 18-30
Agave americana 8 5 15

Fuente: (Ye Sun y Cheng, 2002; Hamissa ef al., 2010).

2.3.1 Celulosa

Es un polimero estructural de todo reino vegetal; por lo que se considera el
compuesto organico mas abundante en la naturaleza y constituye una fuente de
glucosa inagotable que se renueva de forma continua mediante la fotosintesis (Badui,
2006).

La celulosa (CsHjoOs)n es un polimero lineal que consiste en B (1-4)
glucopiranosa unidas por enlaces D-glucosa y representan en un 40 - 60% de peso en
la biomasa (Schacht et al., 2008; Ahmad y Shaza, 2011), siendo asi el componente
principal de las paredes celulares vegetales (Dieter, 1985).

En una planta la celulosa se encuentra en una estructura organizada (celulosa
cristalina) y otra estructura no bien organizada (celulosa amorfa). Las capas de
celulosa son "agrupados" y juntos forman las llamadas fibrillas de celulosa las que._‘

estan cubiertas por hemicelulosa y lignina. Estas fibrillas de celulosa son en su
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mayoria independientes y débilmente unidos por puentes de hidrogeno (Hendriks y
Zeeman, 2009; Crespo, 2009).

Muchas propiedades 4e la celulosa dependen de su grado de polimerizacion es
decir el nimero de unidades de glucosa que arregla una molécula de polimero, el
grado de polimerizacion de la celulosa puede extenderse a un valor de 17000, aunque
comunmente varia de 800 — 10000 unidades; 1a celulosa es un material relativamente
hidroscdpico al agua en un 8 - 14% absorbente en condiciones atmosféricas normales
(20 °C, humedad relativa del 60%). Sin embargo, es insoluble en el agua y también

en soluciones acidas diluidas a temperaturas bajas (Harmsen et al., 2010).

k Unid. celobiosa ;]

Figura 03. Estructura de la celulosa (Ahmad y Shaza, 2011).

2.3.2 Hemicelulosa

Se localiza principalmente en la pared celular y son muy distintos a la celulosa,
presenta una estructura amorfa aun cuando algunos tipos desarrollan una forma
fibrilar (Badui, 2006).
La hemicelulosa es una estructura compleja de hidratos de carbono, que consiste en
diferentes tipos de polimeros denominados heteropolisacaridos, formados por
pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas {manosa, glucosa y galactosa), y los acidos
uronicos (galacturonico y glucoronico). El componente dominante de la

hemicelulosa en madera dura, plantas agricolas (hierbas, paja) es el xilano, mientras
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que para la madera blanda es el glucomanano (Hendriks y Zeeman, 2009; Cuervo et
al., 2009); en efecto la hemicelulosa contiene 15% de hexosas (D-glucosa, D-manosa
y D-galactosa) y 85% de pentosas (D-xilosa 75% y L-arabinosa 10%) (Saval, 2012);

Aunque su estructura amorfa y muy bifurcadas de la hemicelulosa lo hace més
facilmente hidrolizable debido a su grado de polimerizacién de no mayor a 200
unidades y un minimo de 150 monomeros aproximadamente, los organismos natales
no hacen eficazmente fermentable debido a los azlicares provenientes de las pentosas
(Charles, 2005; Harmsen et al., 2010). |

Generalmente la hemicelulosa estd comprendiendo sobre 1/3 de la biomasa de la
planta total (Charles, 2005); su componente mas abundante es la que estd integrada
por la unién de enlaces § (1-4) unidas por aziicares D-xilopiranosas; a esta estructura
lineal basica ocasionalmente se le alcanzan grupos de L-arabinofuranosas mediante
los carbonos 2 o 3 de la xilosa (Badui, 2006).

La solubilizacidon de compuestos de la hemicelulosa en el agua a condiciones
neutras estd en orden descendente: manosa, xilosa, glucosa, arabinosa y galactosa.
Sin embargo a partir de 150 °C la hemicelulosa se solubiliza; la solubilizacién de los
componentes lignoceluldsicos no sélo depende de la temperatura, sino también de

otros aspectos como el contenido de humedad y pH (Hendriks y Zeeman, 2009).

CH,OH
HO 0
H
?
CHZOH 0-Ac OH CHz
LHzOH ‘ cnch
x-0 -Galp

Ac
o f

2 6 3
—b-[1-¢ -Manp-1 +& -1 -0 -Glup-1+4-(i- -Manp-1—=b-3- 0-Manp ~1-+L4-fI- 0 -Glup -1-

Figura 04. Estructura basica de la hemicelulosa (Araque, 2008).
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2.3.3 Lignina

La lignina es €l compuesto no carbohidratico que da rigidez a la planta; estd
ligada tanto a la hemicelulosa y celulosa, formando asi un sello fisico que es una
barrera impenetrable en la pared celular de las plantas. Es un heteropolimero amorfo,
insoluble en agua (hidrofobico) y Opticamente inactivo que se forma a partir de
unidades fenilpropano unidas entre si por vinculos no hidrolizables. Este polimero es
sintetizada por la generacion de radicales libres, que son liberados en la
deshidrogenacién peroxidasa medida por tres alcoholes fenil propiénico: alcohol
coniferilico (unidades guayacilo), alcohol cumarilico (unidades p-hidroxifenilo), y

alcohol sinapilico (unidades siringilo) (Sanchez, 2009).

LM ~OH AOM
-
O L-r o "“Gjl‘j"" o

[els 04 i

Acohol p-Cumaritico  Alcohol p-Conifertlicae  Aleohol Sinepilico

: : BN §e

,’@,@ :

rLignina

Figura 05. Monomeros de lignina (Cuervo et al., 2009).

La lignina se puede dividir en tres tipos en funcién a sus alcoholes; lignina de

-

maderas blandas (gimnospermas (G)), lignina de maderas duras (angiospermas

lefiosas (G y S)) y la de plantas herbaceas (angiospermas no lefiosas (H)) (Quevedo,
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2011). En general las plantas herbaceas tienen los contenidos mas bajos de lignina,
mientras que maderas blandas tiene el contenido mas alto (Kumar et al., 2009); La
lignina polimérica impide el acceso a enzimas y productos quimicos para la
reduccion de la degradabilidad a azicares monoméricas de hemicelulosa y celulosa
(Abramson et al., 2010; Sarah et al, 2011) no obstante son solubles a solventes

alcalinos y facilmente condensado con fenol. (Maya y Sabu, 2008).

2.3.4 Extractivos

Se denominan extractivos a los compuestos organicos de bajo peso molecular
que estan presentes en los materiales lignoceluldsicos y que pueden extraerse con
disolventes organicos o mezclas de los mismos, tales como etanol, benceno,
cloroformo y otros. Las resinas son extractivos caracteristicos de las maderas y estan
compuestas por terpenos y otros compuestos aromaticos, también denominados
extractivos las ceras, acidos grasos, y alcoholes, taninos y flavonoides, las que
representan entre el 4 a 10% del peso total del material (Abril, 2008). Por otro lado la

ceniza presente en la biomasa contiene principalmente Ca, K, Mg (Tomas, 2010).

2.4 Pretratamiento para el proceso de extraccion

El pretratamiento para el proceso de extraccion ha sido visto como uno de los
pasos mas caros del procesamiento de la biomasa lignoceluldsica, estimando que el
pretratamiento representa aproximadamente el 33% del costo total del proceso
(Perego y Bianchi, 2010; Almenares ef al., 2011).

El objetivo del pretratamiento es modificar la estructura macroscopica y

microscopica del material lignoceluldsico, es decir quitar la lignina y hemicelulosa
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del revestimiento de la celulosa; también reducir su cristalinidad de la celulosa y
aumentar la porosidad, para dar accesibilidad a la hidrolisis (Almenares et al., 2011,
Fitz Patrick et al., 2010); durante el pretratamiento se debe encontrar las siguientes
exigencias. (1) Mejora la formacion de los azucares o la capacidad de formar
posteriormente los azicares por hidrélisis enzimatica. (2) Evita la degradacién o la
pérdida del hidrato de carbono. (3) Evita la formacion de subproductos inhibitorios a
la hidrdlisis subsecuente y proceso de fermentacion. (4) Tratamiento rentable

(Somesh, 2008).

Hemicellulose

Cellulose

Figura 06. Pretratamiento en la conversioén de biomasa (Kumar e/ ar., 2009).

Se denomina pretratamiento al conjunto de acciones para mejorar el rendimiento
en la obtencion de azicares fermentables desde la biomasa inicial ( Guarnizo et al.,
2009), muchos métodos han sido usados para pre tratar materiales lignoceluldsicos;
las que se dividen en diferentes categorias: fisico (molienda), fisicoquimicas
(pretratamiento de autohidrolisis de vapor), quimico (alcalino, acido, 4cido diluido,
solventes organicos) y biolégicos (Soccol et al., 2009; Kumar et al., 2009), en la

tabla 04 se observa algunos pretratamientos.
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Tabla 04. Solubilizacién de los componentes lignoceluldsicos después de los

pretratamientos.
Proceso Celulosa Hemicelulosa Lignina
: Explosion de vapor  despolimerizacién 80-100% poca o nula
Hidrolisis 4cida despolimerizacion solubilizacién poca o nula .
Solventes orgénicbs ------ wmeemee solubilizacién  solubilizacién
Termélisis ‘poca 80-100% -
 Hidrolisis alcalina  relajamiento = >50%  Solubilizacién

Fuente: (Cuervo et al., 2009).

En los pretratamientos se simulan principalmente las siguientes reacciones (Ojeda,

2011).

H,O + Hemicelulosa (xilan) ———» Xilosa

Hemicelulosa (xilan) » Furfural + H,O
H,O + Celulosa » Glucosa
Lignina » Lignina soluble
Celobiosa + H,O ———> 2 Glucosa

2.4.1 Pretratamientos de extraccion fisica

En el pretratamiento de extraccion fisica no se usan reactivos quimicos, estos
pretratamientos pueden ser tales como pulverizado mecénico y radiacion de alta
energia (Zheng et al., 2009).

Por otro lado la energia Que se requiere en el tratamiento previo es relativamente
alta, dependiendo del tamafio final y las caracteristicas de la biomasa. (Hendriks y

Zeeman, 2009).
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2.4.1.1 Pretratamiento mecanico

El pretratamiento mecénico también denominado pulverizaciéon mecanica es la
reduccion de tamafio de particula y cristalinidad del material lignoceluldsico con el
fin de aumentar el area superficial especifica y reducir el grado de polimeﬁzacién
(Zheng et al., 2009). Esto puede ser producido por una combinacién de picar, moler
o triturar en funcion al tamafio de las particulas del material final (10-30 mm y 0.2-2
mm) (Alvira et al., 2009).

Sin embargo, el mecanismo de pulverizacion es improbable que la molienda sea
todavia econdémicamente factible por el gasto de energia elevado, ademas la
pulverizacién mecénica es mucho menos eficaz que el pretratamiento quimico desde
ello no causa el retiro de la lignina. Por lo tanto, esta es usada rara vez como un

método de pretratamiento (Zheng et al., 2009 y Agbor et al., 2011).

2.4.1.2 Radiacion de alta energia

La digestibilidad de la biomasa celuldsica ha sido realzada por el uso de métodos
de radiaciéon como los rayos gama que hienden el 8 -1,4 glucosidico, asi dando un
area superficial mas grande y baja cristalinidad. Este método sera indudablemente

muy caro (Agbor et al., 2011).

2.4.2 Pretratamiento de extraccién fisicoquimico
Esta categoria incluye en su gran mayoria tecnologias de pretratamientos como
explosién de vapor, agua caliente liquida, explosion de fibra de amoniaco (AFEX) y

dioxido de carbono (CO,) (Agbor et al., 2011).
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2.4.2.1 Explosion de vapor

El pretratamiento de explosion de vapor es principalmente una reaccion de
autohidrolisis quimica que quita hasta cierto punto la hemicelulosa y lignina. Las
variables importantes en el pretratamiento de explosion de vapor; es el tiempo,
temperatura, tamafio de particula y el contenido de humedad. Es importante que las
particulas no contengan excesiva humedad; ya que si los poros contienen agua, la
penetracion de vapor no ocurrira rapida y la transferencia se calentara por
conduccidn, en la que retrasara la iniciacion de autohidrolisis (Duff y Murrayh, 1996, |
Ye sun y Cheng, 2002). Por lo que es uno de los pretratamientos mas efectivos para
las maderas duras y desechos agricolas, pero menos eficiente para maderas suaves
(Cuervo et al., 2009).

La explosion de vapor no catalizada también es llamada autohidrélisis, en la cual
sélo el vapor de agua es usada, es uno de los métodos de pretratamiento mas
comunes, durante el pretratamiento de la hemicelulosa a menudo es hidrolizada por
acidos organicos como el acido acético y otros acidos las que se forman del acetil u
otros grupos funcionales, liberados de la biomasa. Ademaés el agua mismo, también
posee cierta propiedad acida a temperaturas altas (Zheng et al., 2009).

Las ventajas principales del pretratamiento con explosion a vapor son: (1)
produce material lignocelulésico que es completamente susceptible a la hidrolisis
enzimatica. (2) menos exigencia en energia que el proceso mecanico. (3) no hace que
tenga reciclaje o gastos ambientales asociados a pretratamientos quimicos
predominantes. Asi mismo su limitacion es la destruccion de una parte de la fraccion
xilano, interrupcion incompleta de lignina, generacion posible de inhibidores por las

temperaturas altas (Duff y Murrayh, 1996; Agbor et al, 2011). La explosién de
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vapor se¢ considera la opcién mas rentable para madera dura y residuos de
agricultura, pero menos eficaz para madera blanda; la explosion de vapor se inicia a
una temperatura de 433 - 533 °K o0 160 — 260 °C con una presion 0.69 - 4.83 MPa

durante varios segundos a varios minutos (Balat, 2011; Ye Sun y Cheng, 2002).

2.4.2.2 Agua caliente liquida (LHW)

El agua caliente liquida tiene la ventaja principal de solubilizar la hemicelulosa y
lignina; presenta concentraciones inferiores en la degradacion de furfural y la
precipitacion de compuestos de lignina son reducidas ademas de ello otra de las
ventajas es el bajo costo del solvente (Hendriks y Zeeman, 2009). Una de las
desventajas es que durante el procesamiento de la biomasa en volimenes grandes el
gasto de energia es mayor (Agbor eral., 2011).

El LHW reduce la neutralizacion ya que no es condicionado a productos
quimicos. Durante el pretratamiento LHW, la hendidura de O-acetil y sustituciones
de acido uronico de la hemicelulosa produce el acido acético y otros acidos organicos
que ayudan catalizar la hidrélisis de polisacaridos; tal como la hemicelulosa primero
en oligosacaridos y luego en azucares monoméricas (Zheng et al., 2009). En
consecuencia el agua caliente hiende encadenamientos de hemiacetal dando lugar a
la liberacién de acidos durante la hidrolisis de la biomasa que facilita la ruptura de
encadenamientos de éter. La aplicacion de este método fue en fibras de maiz a escala

de laboratorio controlando el pH en un reactor de 163 I/min. (Agbor et al., 2011).

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS
—

2.4.2.3 Explosion de fibra de amoniaco (AFEX)

En este pretratamiento los materiales lignocelulésicos son expuestos a amonio
liquido a temperaturas entre 60 — 100 °C y a una presion alta durante un periodo de
tiempo variable, en la que la presion soltada causa una extension rapida del gas de
amonio causando hinchazoén e interrupcion fisica en las fibras de la biomasa y parcial
descristalinizacion de la celulosa. El pretratamiento de AFEX puede
considerablemente mejorar los precios de sacarificacion en las cosechas herbaceas
tales como alfalfa, paja de trigo, paja de cebada, maiz stover, paja de arroz, residuos

organicos (Ye Sun y Cheng, 2002; Alvira, 2009).

2.4.2.4 Diéxido de carbono (CO,)

El método esta basado en la utilizacién de CO, como un fluido supercritico, que se
refiere a un fluido que estd en un estado gaseoso la que es comprimida en
temperaturas por encima de su punto cn'fico a una densidad parecida al liquido. Las
condiciones de pretratamiento supercriticas pueden con eficacia quitar la lignina. Las
moléculas de CO, son comparables en el tamafio al agua y el amoniaco; ellos pueden
penetrar del mismo modo a los poros del material lignoceluldsico. Este mecanismo
es facilitado por la presion alta después de la liberacion explosiva de CO, (Alvira et
at., 2009), formando el acido carbonico que ayuda en la hidrdlisis de hemicelulosa
las presioneé utilizadas en este pretratamiento oscilan entre 1000 — 4000 psi y por lo

general varios minutos y a temperaturas altas hasta 200 °C (Agbor, et al., 2011).
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2.4.3 Pretratamiento de extraccién quimica

El pretratamiento de extraccion quimica fue al principio desarrollado
extensivamente en la industria papelera para la deslignificacién de materiales
celuldsicos para producir altos productos de papel de calidad. Por la que el
pretratamientos quimico ha sido estudiado hasta ahora; teniendo el objetivo primario
de mejorar la biodegradabilidad de la celulosa quitando la lignina, hemicelulosa y
disminuyendo el grado de polimerizacion y cristalinidad del componente de celulosa

(Zheng et al., 2009).

2.4.3.1 Pretratamiento con acido

Entre todos los métodos de pretratamiento el mas estudiado extensamente ha
sido el 4cido diluido por ser eficaz y barato. Por lo tanto mejora la conversion de
celulosa comparado con otro método de pretratamiento. El pretratamiento con acido
fue sacado de la hidrdlisis acida concentrada asi como H,SO4, HCl que habia sido
una tecnologia principal para hidrolizar la biomasa lignoceluldsica en la produccion
de azlicares fermentables (Zheng er al., 2009).

Los pretratamientos de acidos diluidos para los materiales lignocelulosicos
pueden funcionar en dos condiciones a una temperatura alta de 160 - 200 °C con
bajas cargas de solido de 5 - 10% y temperatura baja de 120 - 160 .°C con una carga
de solidos de 10 - 40% (Kumar et al., 2009; Niklitschek, 2010).

El efecto principal de los acidos diluidos es la hidrolisis de hemicelulosa en la
biomasa; la lignina y la celulosa no se hidrolizan en las condiciones de

pretratamiento (Dushyant, 2012). Cabe mencionar que el acido sulfurico diluido
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tiene algunas limitaciones importantes, como la corrosion y materiales costosos de
construccion (Mosier et al., 2005).

Su aplicacion del acido sulfurico diluido en materiales lignoceluldsicos a sido
usado comercialmente para producir furfural la que es purificado por destilacion; este
pretratamiento se ha aplicado a los residuos de maiz, cosechas herbaceas (Agbor et

al., 2011).

2.4.3.2 Pretratamiento alcalino

El proceso alcalino esta basado en la utilizacion de bases diluidas para la eliminacion
de la lignina este pretratamiento es mas eficaz en biomasas que contengan lignina
baja asi como residuos agricolas (paja de trigo ) pero menos eficaz en biomasas que
contengan mayor cantidad de lignina (Agbor et al., 2011) el principio del proceso
alcalino en los materiales lignocelulosicos es que causan hinchazon, aumento del
area superficial interna y disminucion de la cristalinidad de la celulosa (Ye Sun y
Cheng, 2002). El pretratamiento alcalino puede ser llevado a cabo en condiciones
ambientales, pero el tiempo de pretratamiento se mide en términos de horas o dias en
vez de minutos o segundos a diferencia de pretratamiento catalizados por acido, la
limitacion se debe a que algunos de los alcalinos se convierte en sales irrecuperables
o incorporados como sales en la biomasa de las reacciones de pre tratamiento. En la
cual se menciona que la Cal (Ca(OH), (hidréxido de calcio)) tiene las ventajas
adicionales por el bajo costo frente a los otros tratamientos alcalinos como hidréxido

de sodio, potasio, calcio e hidréxido de amonio (Mosier et al., 2005).
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2.4.4 Pretratamiento de extraccion biologico

En el pretratamiento de extraccion biolégica emplean microorganismos
principalmente marrén, blanco y hongos de putrefaccion suave que degradan lignina
y hemicelulosa; las putrefacciones marrones principalmente atacan a la celulosa,
mientras las putrefacciones blancas y suaves atacan tanto la celulosa como lignina.
Las ventajas de los pretatamientos bioldgicos es la exigencia baja de energia
reduciendo asi en el precio de la hidrdlisis. (Ye Sun y Cheng, 2002).

El pretratamiento biolégico es demasiado lento para objetivos industriales por el
tiempo de residencia de 10 - 14 dias, la exigencia cuidadosa y condiciones para el
crecimiento y cantidad de espacio amplio son las desventajas que hacen que este
método de pretratamiento sea menos atractivo por una escala industrial (Agbor et _al., ,
2011), durante el pretratamiento de paja de trigo se uso la putrefaccion con hongos
blancos en la que se encontrado que el 35% de la paja de trigo fue convertido a
azucar reductor después del pretratamiento de cinco semanas con Pleurotus ostreatus
comparado con la conversion de sélo el 12% de la paja no tratada (Talebnia et al.,

2009 ).

2.5 Hidrdlisis

La hidrolisis provoca la ruptura en los polimeros de celulosa y hemicelulosa,
generando rompimiento de enlaces entre moléculas de glucosa de tal manera que se
obtiene los mondmeros respectivos de las pentosas y hexosas, para un periodo de
tiempo, temperatura especifica (Balat, 2011; Cuervo er al., 2009; Parsons y Ramith,

2004), el pretratamiento con acido sulfurico diluido solubiliza a la hemicelulosa con
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eficacia a azucares monosacaridos (arabinosa, galactosa, glucosa, manosa y xilosa)

(Zheng et al., 2009).

También se le denomina hidrélisis a la reaccién realizada generalmente por
enzimas y productos quimicos las que tienen como objetivo de reducir la celulosa a
compuestos sacaridos principalmente a glucosa (Ren et al., 2009; Almenares et al.,
2011), como se puede observar en la siguiente ecuacion de la celulosa la que es

descompuesta a sus componentes basicos de glucosa (Ahmad y Shaza, 2011).

(CsHio 05) n+nH,O — nCg Hyz Og

La hidrolisis acida catalizada a la celulosa es una reaccion en la cual cationes de
hidrogeno (H") y aniones de hidroxido (OH") son divididas por moléculas de agua las
que reaccionan con la celulosa polimérica generando varios productos importantes
como la glucosa, xilosa, arabinosa y celobiosa las que pueden ser formadas
facilmente por la hidrodlisis catalizada por el acido de celulosa tanto por acidos
organicos como acido carborxilico y &cidos inorganicos como &cido sulfurico

(H,S04) y acido clorhidrico (HCl) (Hui Zhou et at., 2011).
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Figura 07. Productos catalizados por la hidrdlisis acida (Hui Zhou et at., 2011).

La diferencia del grado de polimerizacion y peso molecular influye durante la
hidrolisis, ya sea mediante el uso de enzimas o productos quimicos (Tomas, 2010),
cuando el acido sulfurico es calentado a temperaturas altas, las cadenas cristalinas de
celulosa se estropean a grupos mas cortos formando unidades de glucosa (Garcia y

Martin, 2006).

2.5.1 Tipos de hidrolisis
La hidrolisis diluida y acida es probablemente el método mas comin aplicado
entre las sustancias quimicas en los métodos de pretratamientos. Este método puede

ser realizado a un tiempo corto y temperatura alta o tiempo largo y temperatura baja

(Ahmad y Shaza, 2011).

MICAELA BASTIDAS
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2.5.1.1 Hidrélisis de dcido diluido

La hidrolisis acida diluia en la biomasa lignocelulosica ocasiona ruptura en la
celulosa y hemicelulosa para formar de polimeros a moléculas de azucar individuales
que pueden ser fermentados a etanol (Wyman, 1994). Las ventajas del acido diluido
son: inferior corrosién al equipo, menos degradacion de xilosa y menos subproductos
(huang et al., 2008).

El 4cido diluido generalmente implica el uso de 0,5% - 15% de acido sulfurico
para hidrolizar el material celulésico. Ademas, las temperaturas que van de 90 — 600
°C y la presion hasta 800 psi (Farone y Cuzens, 1998), por otro lado las
concentraciones de é4cido sulfurico para la hidrélisis de hemicelulosa es de 0.5 —
1.5% y temperaturas de 121 — 160 °C donde la los procesos recuperacién de azucar
oscilan de 70 % a 90% (Girio et al., 2010).

El 4cido diluido requiere relativamente temperaturas altas, que provoquen mayor
degradacidn de azicares de hemicelulosa (Almenares et al., 2011); estas pueden ser
realizadas con varios tipos de acidos como acido sulfiirico, clorhidrico, férmico,
fosforico y nitrico; al emplear temperaturas de 200 - 240 °C, a una concentracion de
acido 1.5% estas hidrolizan la cristalinidad de la celulosa, pero la degradacion de
glucosa en HMF vy otros productos no deseados son inevitables en estas condiciones
de tal manera que el rendimiento en la produccion de azucar disminuye (Cardona et
al., 2009; Galbe y Zacchi, 2002).

El laboratorio de energia Energia Renovable Nacional (NREL) en colorado
Estados Unidos; ha desarrollado un proceso de hidrélisis de acido diluido en dos
etapas a fin de maximizar la produccion de azucar de las fracciones de celulosa y

hemicelulosa y minimice la formacion de subproductos. La primera etapa consiste en
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la hidrélisis de la hemicelulosa que es realizada en condiciones mas suaves usando
acido sulfirico de 0.7% a 190 °C y un tiempo de 3 minutos, la segunda etapa es la
hidrolisis de la celulosa usando acido sulfarico al 2.5% a 210 °C y un tiempo de 3
minutos. La ventaja de los acidos diluidos es el precio y la desventaja es la

produccion de glucosa por debajo de 60% (Perego y Bianchi, 2010).

2.5.1.2 Hidrolisis de acido concentrado

El proceso de 4acido concentrado permite una hidrélisis de celulosa y
hemicelulosa (Girio er al., 2010), generando rompimientos en las cadenas largas de
polisacaridos a segmentos mdas pequefios disacaridos y monosacaridos (Gomez,
2008). Generalmente el proceso de acido concentrado da mayor produccion de
azucar hasta un 90% y formacién de subproductos inferiores comparados con el
acido diluido estos procesos funcionan a una temperatura de 80 °C a una
concentracion acida de 70 — 77% un tiempo de resistencia mas largo de 1 — 8 horas
(Perego y Bianchi, 2010).

El proceso de acido concentrado ha sido un tanto exitoso, ya que producen
rendimientos mas altos de azucares. Estos procesos suelen exigir el uso de 60 a 90%
de acido sulfiirico, aunque con €xito la produccion de los rendimientos de azucar esta
por encima del 90% (Farone y Cuzens, 1998). |

El acido concentrado ofrece la ventaja de no utilizar ninguna enzima para la
sacarificacion, sin embargo, este proceso tiene sus inconvenientes, como alto
consumo de energia, corrosion del equipo y mayor tiempo de reaccion asi como la
obligacién para la recuperacion después del tratamiento con el acido que en gran

parte, limita su aplicacion (Talebnia ef al., 2009).
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2.6 Subproductos de la hidrolisis de biomasa lignoceluiésica

Durante los pretratamientos presentan la generacion de subproductos, algunos de
estos son toxicos para los microorganismos, incluida las levaduras. Estos inhibidores
disminuyen el rendimiento y la produccién de etanol (Cortinez, 2010).

En la Figura 08, se presentan algunas de las reacciones ocurridas durante la

hidrolisis de materiales lignocelulésicos.

HEMICELULOSA CELULOSA LIGNINA

Acido acético N—- ‘ .
. o oo |
Bﬂ;gﬂ nf: R B 4 5
B —Of o8 o 4-hidroxibenzaldehido Vainilina  Siringaldehido
aym aon iyl

Arabinosa  Xilosa Manosa  Galactosa Glucosa

o7 /‘“’**Cr""

\ Acido 4-hidroxibenzoico  Vainillico Siringico
Furfural HMF
HOOCH np—g-m,aalaxn
Acido formico Acido levatinico
Catecol Guayacol

Figura 08. Reacciones producidas durante la hidrolisis de materiales

lignocelulésicos (Tomas, 2010).

La celulosa, hemicelulosa y lignina pueden romper sus enlaces para formar
glucosa, xilosa, manosa, galactosa y compuestos fendlicos de la lignina
respectivamente. De los mondémeros producidos, algunos de ellos se puede
descomponer durante el proceso y formar compuestos como 5-hidroximetil furfural
(HMF) desde las hexosas, y furfural desde las pentosas. HMF y furfural pueden

también descomponerse en acido levulinico y 4cido formico (Cortinez, 2010).

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS
—

2.6.1 Acidos organicos

En el método de hidrélisis con acido diluido se genera un gran nimero de acidos
alifaticos que son originados desde los extraibles de madera, la degradacion de la
lignina y la degradacion del aziicar desde la hemicelulosa de éstos, el acido acético es
el mayor constituyente y se produce por la degradacion del grupo acetil en los
polisacéridos; en cambio, el acido levulinico y el acido férmico son productos de la

degradacion de azlicares como manosa, galactosa y fructosa (Cortinez, 2010).

2.6.2 Compuestos furanos

Furfural y 5-hidroximetil furfural (HMF) son productos de la descomposicion de
pentosas y hexosas, respectivamente (Cortinez, 2010), Por otro lado el furfural y
HMF inhibe y afecta en la tasa de crecimiento de CO, (respiracion), cabe sefialar que
el efecto toxico de HMF es menor que el furfural asi mismo la conversién de furfural
es mucho mas rapido que HMF (Harmsen et al., 2010), debido a que en el medio
acido la degradacion de azucares manomericas sigue el siguiente orden xilosa>
arabinosa> manosa> galactosa> glucosa (Janga e al., 2012).

Estudios cinéticos han mostrado que la produccion de furfural y HMF
incrementan fuertemente a temperaturas mayores a 160 °C y tiempos mayores a 4
horas. (Harmsen et al., 2010), temperaturas moderadas menores a 160 °C proveen
una adecuada hidrolisis de hemicelulosa con poca descomposicion de azucares; por
otro lado, temperaturas superiores a 160 °C favorecen la hidrolisis de celulosa pero se
generan productos toxicos y también la descomposicion de la lignina (Monsalve et

al., 2006).
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2.7 Hidrato de carbono y aziicares reductores
2.7.1 Hidratos de carbono
Los hidratos de carbono son compuestos formados por carbono, hidrogeno y
oxigeno, en la que tiene una estructura de polihidroxialdehido o de
polihidroxiacetona. Los hidratos de carbono son compuestos organicos abundantes
en la naturaleza. La sacarosa (B-D-fructofuranosil-a-D-glucopiranosa) llamada
comunmente azicar, esta integrada por una glucosa cuyo carbono aldehido se une al
cetonico de la fructosa, estableciendo un enlace glucosidico § (1,2) que impide que
este disacarido sea reductor por caracter de grupos aldehido o cetona (Badui, 2006).
Por otro lado la biomasa lignocelulosa contiene tipicamente 50 — 80% (base
seca) de hidratos carbono en polimeros de 5 y 6 unidades de azicar. Es mas los
hidratos de carbono pueden ser tratados por medios quimicos o bioldgicos para

procesos de biocombustibles (Zheng et al., 2009).

2.7.2 Azicares reductores (AR)

El aziicar reductor es un grupo aldehido o cetona cuya capacidad reductora esta
libre (Alcazar, 2002). Los azucares reductores totales (ART) no es mas que una
hidrolisis total practicada a las muestras a través de acido y calor (Solis et al., 2006).
Generalmente en el reino vegetal se encuentran muchos azucares de seis 5tomos de
carbono, solo cinco se han aislado en estado libre, tres de los cuales son aldosas
(glucosa, galactosa y manosa) y dos cetosas (fructosa y sorbosa) (Badui, 1990).

La fructosa y glucosa presentes en el Agave son dos azicares reductores que
pueden ser utilizados para obtener alcohol con un proceso de fermentacion. Algunas

especies de plantas, entre ellos el Agave, tiene como reserva de carbohidratos
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polimeros de fructosa (fructosanos), en lugar de glucosa, tales como la inulina
(Bautista et al., 2001).

Los ensayos principales de azacar reductor dependen de la reduccion de
oxidantes inorganicos; como iones cu® que acepta electrones de la donacidn de
grupos aldehidos; su variedad de descubrimiento varia de menos 1ug por muestra a >

2500pg por muestra (Percival Zhang et al., 2006).

2.7.2.1 Método de analisis para la determinacién de azicar reductor
2.7.2.1.1 Método de acido 3, 5-dinitrosalicilico (DNS)

El método de DNS es el ensayo méas comin para medir azucares reductores en la
celulosa, esto es debido a su descubrimiento de azucares relativamente altos, ademas
de ello no realiza ninguna diluciéon de muestra requerida, tampoco ningun retiro de
proteina. Sin embargo el inconveniente es la relacion estiquiometrica y el estandar de
glucosa, en la tabla 05 se puede observar el macro y micro del estandar de glucosa
(Percival Zhang et al., 2006).

Tabla 05. Preparacién macro y micro de la curva estindar de glucosa

Método Muestra Reactivo Concentracion
| (ml) (ml) (mg/L)
- DNS(micro) 13 3 67600
DNS ( macro) 0,5 3 200-5000

Fuente: (Percival Zhang et al., 2006).

En este método de acido 3,5-dinitrosalicilico es reducido a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, mientras que los grupos aldehidos son oxidados a grupos carboxilos.
La reduccion del 4cido genera un color amarillo el cual es proporcional a la

concentracion del azicar reductor presente y se evidencia por medio de la lectura de
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absorbancia. Esta técnica demuestra la presencia del grupo carbonilo libre (C=0) de
los azucares reductores que implica la oxidacion del grupo funcional aldehido de la
glucosa (Miller, 1959), en efecto la coloracion de la reaccion de 6xido reduccion es

estable hasta por 24 horas (Mejia et al., 2007).

0

N
1]
Q

Acido 3,5-dinitrosalicilico D-Ghuicosa  Acido 3-amino-S-nitte  Acide D-glucénico
salicilico

Figura 09. Reaccion del acido 3, 5 dinitrosalicilico (Rios, 2008).

2.8 Métodos detergentes para determinacion de fibra

El método detergente acido (FDA) propuesta por Van Soest (1963a y 1963b), en
el que emplea un detergente catidnico, bromuro de cetil trimetil amonio (CATB), en
H,SO4 IN. En 1967, Van Soest y Wine proponen el método neutro detergente, que
consiste en la digestion con un detergente gni(’)nico, lauril sulfato sodico, y acido
etilendiaminotetracetico (EDTA) en medio neutro obteniéndose un residuo insoluble
(FDN). Uno de los inconvenientes mas importantes de los métodos detergentes es
que no se determina la fraccion soluble de la fibra; en la que se propone una
modificacion del método FDN por la cual cuantifican esta fraccién, aunque estiman
fibra insoluble (FI) y fibra soluble (FS) en dos muestras diferentes y con condiciones
distintas de solubilizacion, corriéndose el riesgo de no cuantificar algunos

componentes o cuantificarlos dos veces (Aparicio, 2008).
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III. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Lugar de ejecucion

La ejecucion del trabajo experimental, se realiz6 especificamente en los
laboratorios de Operaciones Unitarias, Biotecnologia Agroindustrial y Quimica de la
Escuela Académico Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
Nacional Micaela Bastidas de Apurimac.

La determinacion de azicares reductores se realiz0 en el laboratorio de
Bioquimica y Parasitologia de la Escuela Académico Profestonal de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac.

3.2 Materia prima
Como materia prima se utilizé hojas de Agave americana en una cantidad de 9
kg por cada unidad experimental, procedentes del poblado de Villa Gloria alta de la

provincia de Abancay departamento de Apurimac a una altitud de 2507 msnm.

3.3 Equipos, materiales, reactivos y utensilios
3.3.1 Equipos

Autoclave.

Balanza analitica digital marca Citizen modelo CT 602 capacidad 600gx

0.01g.

- Balanza analitica modelo AR 2140, capacidad 210g, con aproximacion
0.0001.

- Bafio maria.

- Cronometro.
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- Espectrofotometro marca Jenway modelo: 6405 UV/Vis.

- Estufa marca: Memmert, rango de temperatura 30 — 250 °C.

- Expansion por explosion marca Imo Hefan (Cafion Expansor).

- Licuadora industrial.

- Molino de disco.

- Mufla: barnstead Thermolyny modelo: FB1410M, rango 0- 1100°C.
- Potenciémetro.

- Secador de Lecho Fluidizado.

- Sellador a calor.

- Termometro.

3.3.2 Materiales
- Bagueta (agitador).
- Bolsas de filtracion de Ankom K — F 57.
- Botella de vidriode 5 L.
- Botella resistente a altas temperaturas marca boeco.
- Bureta graduable de 50 y 100 ml.
- Capsulas de porcelana.
- Crisol.
- Cuchillo de acero inoxidable.
- Embudos 50 mlL
- Fiolas de 25, 50 y 250 ml.
- Frasco para esterilizar de 100 y 500 ml marca: boeco.

- QGradilla.

MICAELA BASTIDAS
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- Marcador resistente a solvente.
- Mortero.

- Pipetasde 1,2, 5 y10 ml.

- Placas petri.

- Probetas de 50 y 100 ml.

- Tabla de picar.

- Tubos de ensayo 15 ml.

- Vaso precipitado de 500 y 1000 ml.

3.3.3 Reactivos
- Acetona.
- Acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS).
- Acido clorhidrico (HCI) 0.1 y 5N.
- Acido etilendiaminotetracetico (EDTA).
- Acido sulftirico (H2SO4 1.00N.
- Acido sulfirrico (H>SO4) 2%.
- Acido sulfarico (H,SO,) 4%.
- Acido sulfirico (H,SO4) 72%.
- Acido sulfarico (H,SO,) 8%
- Agua destilada.
- Bisulfito de sodio.
- Cetyl trimetilamonio bromuro (CTAB).
- Etileno glicol éter monoetilico.

- Fenol.

MICAELA BASTIDAS
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- Fosfato disédico anhidro (Na,HPOy,).

- Glucosa anhidra.

- Hidr()x_ido de sodio (NaOH) 0.1N y 2M.
- Sal de Rochelle (Na - K tartrato).

- Sulfato launil sodico.

- Tetraborato de sodio decahidratado (Na,;B4O7).

3.3.4 Utensilios
- Balde.
- Baldn de gas.
- Bolsasde 5 kg.
- Cocina industrial.
- Colador de acero inoxidable.
- Envases de 1/2 litro con tapa rosca.
- Envases de 1/4 de litro para la muestra hidrolizada.

- Olla de acero inoxidable.

3.3.5 Indumentaria
- Gorra.
- QGuantes resistentes a calor.
- Lentes para cubrir la vista de los acidos.
- Mandil.

- Mascarilla de gases.

MICAELA BASTIDAS
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3.4 Poblacion y Muestra

La poblacion esta representada por las fibras extraidas de las hojas del Agave
americana envasadas en bolsas de polietileno de 200 a 230 gramos
aproximadamente, que anteriormente fueron secadas en el secador de lecho
fluidizado.

La técnica de muestreo para la extraccion de fibras de las hojas del Agave
americana se efectué un muestreo no probabilistico debido a que no depende de la

probabilidad si no de las caracteristicas de la investigacion.

3.5 Técnicas e Instrumentos de Analisis
3.5.1 Analisis quimico a la fibra extraida de las hojas del Agave americana
3.5.1.1 Determinacién de humedad por el método gravimétrico

El método esta basado en la deshidratacion de la muestra, por calentamiento en
estufa a 100 + 102 °C hasta un peso constante, Método 209.264 (NTP, 2001) ver

anexo 01.

3.5.1.2 Cuantificacién de fibra detergente neutra (FDN)

El método se fundamenta en la capacidad que tiene una solucion detergente a pH
neutro para extraer la fibra insoluble; determinando asi los constituyentes de la pared
celular origen vegetal celulosa, hemicelulosa, lignina algunas fracciones de minerales
y proteinas, para la determinacion de FDN se siguié la metodologia descrita por

(Ankom, 2008) como se detalla en el anexo 02.
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3.5.1.3 Cuantificacion de fibra detergente acida (FDA)

La estimacion del contenido de fibra detergente acida, fue efectuada de acuerdo
al procedimiento descrito por Van Soest la que se fundamenta en el uso de una
solucion detergente acido preparada a base de bromuro de cetyl trimetil amonio
(CTAB), disuelto en acido sulfirico a una concentracion de 0.98 a 1.02 N, este
detergente disuelve todo el contenido celular y ademas a la hemicelulosa; el
remanente de la digestion se cuantifica como la cantidad de celulosa y lignina
(Ankom, 2008; Sanchez, 2007), para el procedimiento de FDA se tomo la

metodologia descrita por (Ankom, 2008) las que se detallan en el anexo 03.

3.5.1.4 Lignina detergente acida (LDA)

Para la cuantificacion de la lignina, se utilizé6 la metodologia descrita por
(Vilcanqui, 2009) como se observa en el anexo 04, cuyo fundamento esta basado en
el uso de una solucion de acido sulftrico de alta concentracién al 72% la que
disuelve la celulosa y por calcinacion del desecho insoluble de la hidrolisis se

determina fraccion de la lignina (Ankom, 2008).

3.5.1.5 Anailisis quimico después del proceso de hidrélisis acida
3.5.1.5.1 Azicares reductores (AR)

Para la cuantificacion de los azlicares reductores se utilizé el método descrito
por (Miller 1959, Ghose 1987, Alarcén 2010, Dutta 2008), las que se detallan en el
anexo 07; cuyo fundamento se basa en que el acido 3,5 dinitrosalicilico en presencia
de calor reduce al acido 3 - amino - 5 nitrosalicilico por los azicares reductores

presentes, desarrollandose un color amarillo café (Miller, 1959).
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Este método prueba la presencia del grupo carboxilo libre, llamado azucar
que reduce. Esto implica la oxidacion del presente grupo funcional aldehido en
glucosa y grupo funcional cetona en fructosa y simultaneamente el acido 3,5-
dinitrosalisilico (DNS) es reducido al acido 3 - amino, 5 - nitrosalisilico en

condiciones alcalinas (Aishwarya et al., 2011).

3.6 Método de experimentacion
El diagrama de flujo del proceso experimental de la extraccion de fibra a partir
de las hojas del Agave americana por diferentes métodos para la obtencion de

azucares reductores se muestra en la figura 10, las que se detallan a continuacion.
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Figura 10. Diagrama de flujo para el desarrollo experimental de la extraccion de fibra

a partir de las hojas del Agave americana por diferentes métodos para la obtencion

de aztcares reductores.
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3.6.1 Hojas de Agave americana

Las hojas de Agave se cosecharon de forma manual; desechando las que se
encuentren en mal estado fisico o tengan dafios fisicoquimicos durante el transporte,
las mismas que se llevaron al laboratorio de operaciones unitarias de Escuela
Académico Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional

Micaela Bastidas de Apurimac.

3.6.2 Lavado
Se realiz6 manualmente mediante chorreo directo, con la finalidad de retirar la
suciedad de la capa externa cerosa que se adhieren durante el crecimiento de la

planta y el transporte de las hojas.

3.6.3 Cortado
Las hojas se cortaron trasversalmente; en longitudes de 6 a 8 cm de tamafio este
proceso se realizé con un cuchillo de acero inoxidable sobre una tabla de picar para

dar mayor facilidad en el pelado.

3.6.4 Pelado

Esta operacion de pelado consiste en la eliminacion de las espinas (borde) y la
capa protectora al cual se le denomina cuticula (superficie externa) efectuandose de
forma manual mediante el uso de un cuchillo de acero inoxidable y guantes
quirtrgico para evitar el contacto directo y salpicaduras a la piel ya que estos

ocasionan irritacién en la piel. Es importante dejar libre la cuticula durante el pelado,
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puesto que en esta superficie se encuentra la mayor cantidad de pigmentos de

coloracién verde (clorofila) la que imparte un color oscuro a la fibra.

3.6.5 Picado 1
El proceso de picado se realizé de forma manual; en tamafios de 6 a 8 cm de
largo y un ancho de 0.5 a 1 cm, esta operacion se realizé con la finalidad de dar

mayor facilidad durante el licuado.

3.6.6 Licuado

Esta etapa se realizé con una licuadora industrial eléctrica, la que esta provista
de dos cuchillas de acero inoxidable que al girar a altas revoluciones son capaces de
cortar las fibras, esta operacion se trabajo por Batch en proporciones de 1:1 y 1:2

fibra/agua (p/v) las que fueron licuadas durante un tiempo de 1 a 1.5 minutos.

3.6.7 Extraccion de la fibra por métodos diferentes

Para la extraccion de la fibra de Agave se utilizaron dos métodos denominados
tratamiento hidrotermico (método I) y expansién por explosion (método II), con la
finalidad de incrementar la concentracion de FDN, y modificar los polisacén'dos de

la fibra.

3.6.7.1 Extraccién por el método I
El método I (hidrotérmico) se hace referencia a la investigacion realizada por
(Vilcanqui, 2009) quien utilizo variables de operacion, como temperatura, tiempo y

relacion materia prima/ agua; la que se fundamenta en el uso del agua como un
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vehiculo para remover los compuestos solubles no deseables para incrementar la
concentracion de la fibra.

La extraccion hidrotermica consistidé en someter a un bafio isotérmico a
temperaturas de 80, 90 °C, las que fueron controladas con un termo sensor que
fluctué en un margen de error de + 2 °C, la que fue introducida en el centro de la olla
de acero inoxidable de 20 litros de capacidad, en la que se encontraban las fibras en
las relaciones de 1:1, 1:2 (fibra de Agave/agua) de forma que se controlaron los
tiempos de 10 y 15 minutos en cada unidad experimental correspondiente ( ver tabla

06).

3.6.7.2 Extraccion por método IT

El método II (expansion por explosion), se realizé en un equipo denominado
cafion expansor, disefiado para soportar altas presiones, la que se fundamente en
generar desnaturalizaciones en materias primas que estan compuestas por almidén
gracias a un desfase de descompresién en la materia prima. Tomando como
referencia las caidas de altas presiones a bajas, se sometieron fibras de 4gave con el
propoésito de generar dafios fisicos que ayuden a obtener mayor concentracién de
FDN; en las que se manipularon las variables de presion de 110, 130 psi, peso 90,
110 gramos y porcentajes de humedad de 53, 62% (ver tabla 07).

Para tal efecto se determiné la humedad mediante la norma técnica peruana
(NTP 209.264 — 2001) las que se detallan en el anexo 01; las muestras fueron
analizadas a las fibras de 4gave después del secado del lecho fluidizado, en la que se

obtuvo un promedio de 5.94% humedad de tres réplicas las que se utilizaron para los
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céalculos de balance de materia con las que se determinaron los porcentajes de 53 y

62% humedad.

3.6.8 Filtrado

Esta operacion consistioé en separar las fibras de 4gave las que se encontraban
mezclados con el agua; para lo cual se utilizé una tela fina con la que se filtré por
gravedad quedando las fibras retenidas en la tela; a las que se les ejercio una presion

manualmente,

3.6.9 Secado

Esta operacion tuvo como objetivo eliminar el agua de la fibra del 4gave hasta
mantener un peso constante, las fibras antes del secado fueron deshilachadas y
extendidas para dar mayor facilidad la transferencia de calor; esta operacion se llevo
a cabo en el equipo de lecho fluidizado a una temperatura de 40 — 45 °C por un

periodo de una hora.

3.6.10 Picado I1
El proceso del picado (II) a tamafios de 0.2 a 0.5 cm se realizo con la finalidad
de dar facilidad durante la molienda debido a la dureza que presenta la fibra. Este

proceso se realizo después del secado de la fibra del maguey en el lecho fluidizado.

3.6.11 Molienda
La molienda se realizo en un molino de disco, con la finalidad de poder reducir a

particulas pequefias, debido a la dureza de la fibra de Agave americana se molieron
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en dos etapas; la primera fue con una malla de 1 mm y la segunda con una malla (N°

35) de 0.5 mm.

3.6.12 Envasado

El envasado tuvo como finalidad de no permitir la absorcién de agua de la
humedad relativa existente en el medio ambiente, de forma que la fibra de 4gave fue
envasado en envases de 500 ml de polietileno de alta densidad las que son

impermeables a la humedad relativa del medio.

3.6.13 Cuantificacién de FDN, FDA y LDA
La evaluacién de FDN y FDA se determinaron por el método de (Ankom, 2008)
y LDA por la metodologia descrito por (Vilcanqui, 2009), las que se detalladas en los

anexos 02,03, 04.

3.6.14 Seleccién de tratamiento

Para la seleccion de una unidad experimental de mayor resultado de FDN, en los
métodos de extraccion hidrotérmico y expansion por explosion se sometid a un
analisis estadistico con la ayuda del programa de SPSS versién 19 en la que se
analiz6 el ANOVA y la comparacion miltiple de medias (Tukey), para la
identificacion del mejor tratamiento las que fueron de una gran ayuda ademas de los
criterios adicionales durante la operacion como gasto de energia y el tiempo de
extraccion; las que facilitaron tomar una mejor decision; en la que se selecciono el
tratamiento tres para el método de extraccion hidrotermica y el tratamiento cuatro

para método de extraccion por expansion por explosion.
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3.6.15 Hidrolisis dcida

La hidrdlisis acida se realizd con acido sulfurico diluido (H,SO4); a los
tratamientos seleccionados de los métodos de extraccién hidrotermica y expansion
por explosion.

La hidrolisis acida se realiz6 a concentraciones de 2, 4 y 8% y tiempos de 30, 60
y 90 minutos, ‘estos ensayos se realizaron en un autoclave cilindrico en que la
temperatura de operacion fue de 121°C equivalente a 18 Psi. El experimento se
realiz6 en frascos esterilizables de 250 ml las que se introdujeron a razon de 1/30
(p/v) fibra/concentracion de 4cido, una vez alcanzada el tiempo de hidrolisis se
descendié la presion para luego sustraer las muestras y luego llevar a un bafio
isotérmico con la finalidad de detener la reaccion de la hidrolisis; se debe observar el
estado del agua destilada dentro del autoclave puesto que si posee un color
anaranjado es porque se han perdido aziicares por derrame o evaporacion y si fuera el

caso conviene repetir la experimentacion (Cortinez, 2010).

3.6.15.1 Detoxificacion

Para la detoxificacion de las muestras hidrolizadas con €l acido sulfurico diluido
(H2S04) en sus distintas concentraciones se realizé siguiendo la metodologia de
(Cortinez, 2010).

Esta metodologia consistié en coger un vaso precipitado de 250 ml en que la
muestra fue puesta para facilitar el proceso de neutralizacion con hidroxido de sodio
(NaOH) a 2 M (molar), mediante una bureta graduable de 100 ml hasta alcanzar un
pH entre 8 a 11 para luego proseguir con el filtrado por gravedad con papel filtro

Watman N° 40.
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3.6.16 Determinacién de azicares reductores
La determinacion de azicares reductores se realizé por el método de acido
dinitrosalicilico (DNS) siguiendo la metodologia de (Ghose 1987, Dutta 2008), la

que se detalla en el anexo 07.

3.7 Diseiio estadistico

El disefio estadistico se realizdo en dos etapas, la primera corresponde a los
procesos de extraccion de expansion por explosion e hidrotermica, donde las
variables independientes fueron presion, peso, porcentaje de humedad y temperatura,
tiempo, relacion materia prima y agua (p/v) respectivamente; las que se evaluaron en
funcion a la variable de respuesta de FDN.

Mientras la segunda ctapa consiste en evaluar la cantidad de azlicares reductores
después del proceso de hidrolisis 4cida diluida a los tratamientos seleccionados del
método I y II, en la que se manipularon las variables independientes de tiempo y
concentracion de acido sulfurico (H,SO4) en donde la variable de respuesta fueron
los azucares reductores (AR).

El anélisis estadistico se utiliz6 para las dos etapas de la experimentacidn, en la
que se efectud un analisis de varianza (ANOVA), y posteriormente se determino la
comparacion multiple de medias (Tukey) con un nivel de significancia de a = 0.05,
estos analisis se realizaron con la ayuda de un paquete estadistico (SPSS version 19).

En el presente trabajo de investigacion se utilizé el disefio factorial con tres
replicas, enmarcados en los tratamientos de extraccién de expansion por explosion,

hidrotérmico y en el proceso de la obtencidon de azucares reductores; las que se
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muestran en las tablas 06, 07, 08 con sus correspondientes factores y niveles de cada

proceso.

Tabla 06. Disefio factorial de (2x2x2) para la extraccién hidrotermico.

Variables Niveles
Temperatura (°C) 90 80
Tiempo (minutos) 15 10 15 10
Fibra/ Relacion agua (P/V) 1:2 1:1 1:2 1:1 1:2 1:1 1:2 I:1
N: Niimero de tratamiento T T, T; T, Ts Ts T, Tg
r: Niimero de repeticiones 1 1 1 1 1 1
2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 3
Tabla 07. Disefio factorial (2x2x2) para la extraccion de expansion por explosion.
Variables Niveles
Presién (PSI) 110 130
Peso de la fibra (g) 110 90 110 90
Porcentaje de humedad (%) 62 53 62 53 62 53 62 53
N: Niimero de tratamiento T, T, T Ty Ts Ts T, Ts
r: Numero de repeticiones 1 1
2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 3 3 3
Tabla 08.Disefio factorial de (3x3) para la hidrolisis acida tanto para el tratamiento
de expansion por explosién e hidrotérmico.
Variables Niveles
Tiempo (minutos) 30 60 90
Concentracién de acido sulfirico (%) 2 4 8 2 4 8 2 4 8
N: Numero de tratamientos T, T, T3 T, Ts T¢ T; Tz To
r: Numero de repeticiones 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3 3
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Extraccion de la fibra de Agave americana por diferentes métodos
4.1.1 Concentracion de la fibra extraida por el método I (hidrotérmico)

Los valores obtenidos del contenido de fibra después del proceso del tratamiento
hidrotérmico (método I) se observan en la tabla 09; tratados en distintas condiciones
de temperaturas de 80 y 90 °C, tiempos de 10, 15 minutos y relacién de materia
prima/agua 1:1,1:2 (p/v).

Tabla 09. Resultados de la fibra del Agave americana después del tratamiento

hidrotérmico.
Temperatura Tiempo Relacibn Tratamiento Contenido de fibra extraida por método I (%)
°C {min) (p) FDN FDA LDA Celulosa Hemicelulosa
12 A 7121£372a  50,18¢1,80bc 3,55+ 030bcd 46,62+ 1,97abc 21,03 3,34a
. 11 T 70,77+020a  5231£135ab  2,66+0,69cd 49,64 +1904a 1846+ 1,52 ab
” — 12 T 6783+ 031ab  5248£090ab  2,38+0,24d 50,09 +1,05a 1536+ 0,62 b
0 11 T 66,30  1,00b 4981£1,60bc  4,12£0,11be 45,68 = 1,50bc 16,49 £ 1,46 ab
i 12 s 5865+142¢  53,82+089a 587+08la 4794+ 080abc 0,76+ 0,58 d
” 11 T 5457:154cd 51,44+ 099abc  2,290,90d 49,15£083ab  7,21+254¢
" 12 & 5292+ 027de 4992+ 073bc 4,40+ 031ab 4552+ 045¢c 3,00 0,85 cd
0 11 Ts 4941£035¢  4864x0,28¢ 3,64£0,29bcd  45,000,54c 0,77+ 0,09d

*Media + Desviacion estandar; n = 3, P <0.05, T = tratamiento

Los datos obtenidos de FDN en la extraccion hidrotermica varian desde 49.41%
a 71.21%, estos resultados se atribuyen a las condiciones de manipulacion de los

factores en estudio tales como temperatura, tiempo y relacion (materia prima/agua).

En el andlisis multifactorial (ANOVA) se observa que en los factores de
temperatura, tiempo y la interaccion tiempo*relacion; presentan una influencia

altamente significativa sobre las medias de FDN (p<0.01) por lo que se hace
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imprescindible considerar estos dos factores para estudios adicionales; la

combinacién temperatura*tiempo*relacion presenta una diferencia significativa

(p<0.05).

Sin embargo la relacion materia prima/agua y interaccion temperatura*tiempo,
temperatura*relacion no tiene una influencia significativa (p > 0.05); las que se

observan en la tabla 05 del anexo 02.1.1.

Valifio et al.,(2004), realizaron estudios al bagazo de cafia provenientes de la
central azucarera “Amistad con los Pueblos” de la Habana a la materia seca del
bagazo, con un tamaiio de particula de 0.1 - 0.5 mm sometida a una temperatura de
121 °C/1 h en una soluciéon de Ca(OH), al 5%, la que reportd para fibra neutro
detergente valores entre 88.7 - 88.86%, para fibra acida detergente 61.64 - 61.79%,
celulosa 47.67 - 47.71%, y hemicelulosa 27.49 - 28.53%, estos resultados son
superiores a los obtenidos en nuestro estudio por efecto de la temperatura, tiempo y
relacion (materia prima/agua) durante la extraccion hidrotermica, en la que se
alcanzando un méaximo rendimiento de 71.21% FDN como se muestra en la tabla 09.
En la figura 11 se observa el resultado del tratamiento seleccionado en el método

hidrotérmico en sus componentes de FDN, FDA y LDA.
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Figura 11. Resultados del tratamiento seleccionado en el método hidrotermico.

La composicion quimica de la fibra de Agave americana fue estudiado por
Thamae et al., (2008), quien obtuvo una concentracion de 88% FDN, 72% FDA y
12% LDA, mientras Sarah ef al., (2011), en la misma especie reporta valores de
88.9% FDN, 72.9% FDA y 4.9% LDA. Estos valores comparados con la presente
investigacion resultan superiores en 20.17 — 21.07% de FDN y 19.52 - 20.42% de
FDA con respecto al tratamiento seleccionado, esta diferencia es debido a que los
datos reportados en la presente investigacion fueron tratados previamente con las
variables de temperatura 80, 90 °C, tiempo 10, 15 min y relacion 1:1,1:2 (p:v), en
efecto a estas condiciones tratadas la hemicelulosa sufre degradaciones a compuestos
monomericos de penfosas y hexosas, parte de la celulosa a glucosa por la que
influyen en el rendimiento de la concentracion de FDN y FDA,; los datos teéricos
reportados por Thamae et al. (2008); Sarah er al. (2011), se analizaron sin ningin
tratamiento adicional que repercutan en el resultado de su composicion quimica del
Agave.

Sin embargo, ffliguez et al., (2005), en su investigacién de subproductos en la

industria tequilera reporta las caracteristicas quimicas del bagazo de 4gave en base
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seca quien obtuvo una cantidad de 58.8% FDN y 46.70% FDA y valores de 41.90%,

12.10%, 7.20% de celulosa, hemicelulosa y lignina, resultando inferior al tratamiento

seleccionado de la investigacién en 9.03% FDN y 5.78% FDA, estas diferencias

entre los valores reportados y valores obtenidos en el estudio; resultan probablemente

debido a las modificaciones quimicas que ocurre durante el proceso de la obtencién

de tequila .

4.1.2 Concentracién de la fibra extraida por el método II (expansién por

explosién)

Los valores obtenidos de FDN, FDA, LDA, celulosa y hemicelulosa se muestran

en el tabla 10, después del tratamiento de expansion por explosion en sus distintas

combinaciones de sus factores asi como presion a 110 y 130 psi, peso de la fibra de

" Agave 90, 110 g y humedades 53, 62%.

Tabla 10. Resultados de la fibra del Agave americana después del tratamiento por

explosion por expansion.

Presion Peso Humedad Tratamiento

Contenido de fibra extraida por método I1 (%)

90 62

(ps) ® %
110 110 | 62
130 110 62

90 762

53

FDN
VTl 5543 % 0,77bed
T, s4s4s023d
T 5629404Tbe
T, 586040508
T, - 56,63 :t70,471b7
T 322006
Tr 7 55,18 0,05¢d
Tg “54,-77 i.(.),82d

53,18 £0,37be

52,12+ 0,01c

FDA

54,93+0,50 a

52,97 £0,29b¢

55,60 % 0,36a

55,13+0,69a

54,64 £0,33ab

53,18 £0,85bc

LDA

12,80 £ 0,61b

9,10+081¢c

17,50 £ 0,9%

18,40 = 0,89

8,42+0,30c

1,23 £0,07d

2,14+£0,04d

2,25+0,68d

Celulosa

42,13 +1,04b

43,87 +£0,68b

38,09+ 1,34¢

36,72+ 1,02¢

44.76 £ 0,40b

50,89 £0,09a

52,49 £0,44a

50,93 +1,71a

Hemicelulosa
0,50 £0,18¢
1,85+0,12b |

0,69 £0,20¢

ey

3.48 i;-6,45;1
o

Liosason

0,54 + o,3$c B

1,58 +0,24b

MICAELA BASTIDAS

*Media + Desviacion estandar; n = 3, P £ 0.05, T= tratamiento
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En la tabla 10 se pueden observar los resultados obtenidos de las fibras del
Agave americana después del tratamiento de expansion por explosion, en sus

componentes de FDN, FDA y LDA.

Los tratamientos con mayor y menor rendimiento de FDN; resulta inversamente
proporcional a los resultados obtenidos de celulosa, debido a que a mayor FDN
resulta menor celulosa o viceversa, la concentracion de mayor FDN resulta 58.60%
con una cantidad de celulosa de 36.72% y menor FDN 53.22% con una cantidad de
celulosa 50.89%; por lo tanto el método de expansién por explosion implica que a
menor presion, peso y humedad resulta mayor cantidad de FDN, en estas condiciones
de tratamiento se observa que la lignina no sufre ningin cambio fisico; por el
contrario parte de la celulosa, hemicelulosa es descompuesta la que afecta en el
rendimiento de la FDN. Esta tendencia de reduccion de lignina y hemicelulosa es
debido a que comienza a disolverse a una temperatura de 180 °C a condiciones
neutras Sukumaran et al. (2009). Por otra parte la lignina es considerada también
como un polimero termoplastico debido a su resistencia de aproximadamente hasta

los 90 °C, y alcanzando derretirse a una temperatura de 170 °C Maya y Sabu (2008).

Para medir el efecto de cada uno de los factores en estudio, los resultados se
analizaron estadisticamente mediante e ANOVA multifactorial, en donde la
interaccion de los factores presion, peso y humedad tienen una alta influencia
significativa (p<0.01) sobre las medias de FDN, al igual que las combinaciones

presion*peso, presion*humedad y peso*humedad, sin embargo la interaccion de
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presion*peso*humedad no tiene una influencia significativa (p>0.05) sobre las
medias de FDN las que se detallan en tabla 10 del anexo 02.2.1.
En la figura 12, se observa el resultado del tratamiento seleccionado en el método

expansion por explosion en sus componentes de FDN, FDA y LDA.

58,6

2]

wn
(=]
i

OFDN
B FDA
CLDA

%FDN, FDA, LDA
NoWw s
© © o

[
o
1

Q

Tratamiento 4

Figura 12. Resultados del tratamiento seleccionado por el método de expansion por

explosion.

Por otro lado Rojas, (2004), indica que en el residuo de paja de trigo obtuvo una
concentracion de 70.39% FDN; también estudios realizados en la misma materia
prima reportan valores de 70.5, 48.8, 31.1, 21.7, 8.3% de FDN, FDA, celulosa,
hemicelulosa y lignina respectivamente Rios, (2008); los valores obtenidos en la
presente investigacion resultan inferiores en la concentracion de FDN y en la
hemicelulosa pero superando en la concentracion de FDA y celulosa, estas
diferencias en cuanto a su composicion quimica es debido a que provienen de dos

materias primas diferentes.
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La composicion quimica del bagazo de cafia, han sido estudiados por diversos
autores, segin Espitia, (2010) quien realizo su estudio a los residuos agroindustriales;
reporta el analisis quimico en el bagazo de caiia en la que obtuvo una concentracion
de 73.7% FDN, 50.8% FDA, lignina 8.06% y celulosa 42.7%. Mientras que Catafio,
(2009) reportéd 73.68% FDN, 50.78% FDA vy lignina 8%; estos valores superan a los

obtenidos en el proceso de la investigacion en la que solo se obtuvo 58.60% FDN.

Como se puede observar en la tabla 10, la concentracion de FDN supera a lo
reportado por Ifiiguez et al. (2011), quien estudio a las fibras de Agave tequilana
weber las que provienen de dos industrias tequileras “La Cofradia” y “La Regional”
ubicadas en Calisto México en la que reportd6 para la industria cofradia una
concentracion de FDN, FDA, LDA de 55.33, 47.40, 32.31% y celulosa, hemicelulosa
14.26, 7.94% respectivamente para la region FDN, FDA, LDA 57.80, 42.95, 28.79%,
celulosa 14.16%, hemicelulosa 14.95%. Por otro lado Flores, (2009) también realiza
estudios en la misma industria tequilera en la que reporta para la industria “Cofradia”
las concentraciones de FDN, FDA, LDA 57.80, 47.39, 33.13%; para la “Region”
57.80, 42.95, 28.79% de FDN, FDA, LDA la que también fue superada por la
presente investigacion en la concentracion de FDN en la que alcanzé un rendimiento

maximo de 58.60% FDN.

4.2 Seleccion de tratamientos en los diferentes métodos de extraccion
4.2.1 Seleccién del tratamiento en el método I (hidrotérmico)
Para la seleccion del mejor tratamiento en funcion a la concentracion de FDN, se

efectud la comparacion multiple de medias (prueba de Tukey), a un nivel de
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significancia de a= 0.05, reportando los valores mayores de FDN en los tratamientos
Ty, T2 y T3 como se observan en la figura 13 de las cuales el tratamiento uno resulta
con el valor mas alto alcanzando una concentraciéon de 71.21%, a pesar de ello no
presenta una diferencia estadistica significativa a los otros dos tratamientos como se
observa en la figura 13, siendo una ayuda para poder tomar una mejor eleccion frente
a estos tres tratamientos; para lo cual se debe considerar criterios adicionales como
gasto de energia y el tiempo de operacion ya que a mayor tiempo implica mayor
gasto de energia. Por consiguiente para este método de extraccion, se selecciono el
tratamiento tres con las variables 90 °C de temperatura, con tiempo de 10 minutos y
1:2 (p/v) de relacion materia prima/agua (M: H,O) en la que resulto una cantidad de

fibra detergente neutra de 67.83%.

7121 79,77
70 A
58,65
60 - :
50 A
Z 40 1 O FDN
=
X 30 - O FDN
O FDN
20 A
10 A
1, 2,3 3,4 5 6 6, 7
TRATAMIENTOS

Figura 13. Comparacion estadistica al método hidrotérmico en funcidn a la FDN.

En consecuencia en la tabla 11 se muestra el analisis quimico de la fibra del

Agave americana después del proceso hidrotérmico; este analisis corresponde al

MICAELA BASTIDAS 5 3
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tratamiento tres que fue seleccionado por la mayor cantidad de FDN y menor gasto
de energia durante la operacion del trabajo.
Tabla 11. Andlisis quimico a la fibra de Agave americana después del tratamiento

hidrotérmico.

Analisis” Fibra de Agave americana

(ax S)
Fibra detergente neutra (%FDN)®™ 67,83+ 0,31
Fibra detergente 4cida (%FDAX™ 52,48 + 0,90
Lignina 4cida detergente (%LDA)® 2,38+£0,24
% Celulosa ® 50,09 + 1,05
%Hemicelulosa® 15,36 + 0,62
%Lignina® 2,38 + 0,24

*Promedio del andlisis por tnplicado de la muestra. Bpase seca. “Desviacion estandar. | Tratamiento seleccionado

Los resultados obtenidos en el analisis quimico de la fibra de Agave americana
despues del proceso hidrotérmico resultan en los polimeros de celulosa (50.09 +
1.05), hemicelulosa (15.36 = 0.62) y lignina (2.38 + 0.24)%; estos resultados
obtenidos en el estudio de investigacion son superiores en la celulosa y no asi en la
hemicelulosa y lignina en las diferentes biomasas reportadas por diversos autores
tales como Saucedo et al, (2010), quien reporta la composicion quimica del bagaso
de Agave tequila weber, celulosa (42 + 2), hemicelulosa (20 + 1), lignina (15 + 1) %
en base seca. En efecto Gomez, (2008) hizo un estudio al material lignoceluldsico de
la avena en la que obtuvo 38% celulosa, 21.5% hemicelulosa y 4.6% lignina en base
seca. Mientras Cardona et al., (2010), hacen mencién de la composicién del bagazo
de cafia de azucar, que estd formado principalmente de celulosa (40 - 45) %,
hemicelulosa (30 - 35) % y lignina (20 - 30) %. Romeo, (2010), menciona la
composicion de poda de olivo, celulosa (30.6 + 0.8), hemicelulosa (23.2 + 0.8) y

lignina (3.5 £ 0.2) %.
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Por otro lado Sarah et al., (2011) reporta resultados de la fibra de hojas de Agave
americana en sus distintos componentes de celulosa 68%, hemicelulosa 16% y
lignina 4.9%. Estos resultados obtenidos son superiores a las que se obtuvieron en el
proceso de investigacion en un margen de 17.91% de celulosa y 0.64% hemicelulosa;
esta diferencia es debido a que las fibras del Agave americana reportados por Sarah
et al.,(2011) son resultados sin ninguna modificacién fisica y quimica; a pesar de la
diferencia de los polimeros resulta siendo beneficioso el tratamiento hidrotérmico
debido a que disminuye la cantidad de lignina en un 2.52% frente al valor tedrico

reporta por Sarah et al.,(2011).

4.2.2 Seleccion del tratamiento en el método II (expansion por explosion)

En consecuencia se efectué la comparacion miultiple de medias (prueba de
Tukey), a un nivel de significancia de o= 0.05, para la selecciéon del mejor
tratamiento en funcién a la fibra detergente neutra (FDN), en las que se encontrd
cinco grupos de los ocho tratamientos; siendo el tratamiento cuatro con el valor mas
alto de FDN, con las variables de presién 110 (psi), con peso de 90g (fibra de Agave)
y una humedad de 53%, que dieron un resultado de 58.60% de FDN valor que difiere
significativamente con las otras medias de los siete tratamientos como se observa en

la figura 14.
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Figura 14. Comparacién estadistica a los tratamientos de expansion por

explosion en funcion al %FDN.

El analisis quimico que se observa en la tabla 12, es el resultado del tratamiento
cuatro quien obtuvo la mayor concentracién de FDN después del tratamiento de
expansion por explosion cuyas variables de estudio fueron presion, peso y porcentaje

de humedad mencionadas anteriormente.

Tabla 12. Analisis quimico de la fibra de Agave americana después del tratamiento

de expansion por explosion.

(1s s T Fibra de Agave americana
Analisis (as)

Fibra detergente neutra (%FDN)®® 58,60 + 0,50
Fibra detergente 4cida (%FDA)® 55,13+ 0,69
Lignina 4cida detergente (%LDA)®™ 18,40 + 0,89
% Celulosa ® 36,72 + 1,02
%Hemicelulosa®™ 3,48 £ 0,45

%Lignina®™) 18,40 + 0,89

*Promedio del an4lisis por triplicado de la muestra. *base seca. *Desviacion estandar. *Tratamiento seleccionado

MICAELA BASTIDAS
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La composicion quimica del bagazo de cafia de aziicar reportado por Hernandez
et al., (2009) resulta 50, 25, 25% de celulosa, hemicelulosa y lignina; quien también
hace referencia al bagazo de Agave tequilana weber en sus componentes de celulosa,
hemicelulosa, lignina obteniendo (43, 19 y 15) %, en consecuencia. Escamilla,
(2011), quien hace referencia a la misma especie reporta (65, 5.3, 16) % celulosa,
hemicelulosa y lignina mientras que Balam ef al, (2006) estudiaron diferentes
Agaves entre ellas el Agave tequilana reportando valores similares en las hojas y
tronco de 64.8, 5.3 y 16.4% para celulosa, hemicelulosa y lignina reporta para Agave
Jfourcroydes 77.6, 7, 13.1%; Agave sisalana 73.1, 13.3 y 11% respectivamente.
Estudios realizados a la paja brava por Usnayo, (2007) reportan una composicion

quimica 54.13%, 13.04%, 22.89% de celulosa, hemicelulosa y lignina.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion fueron inferiores
a los datos tedricos reportados por los distintos autores mencionados anteriormente
de las diferentes materias primas, la diferencia entre los datos obtenidos y el bagazo
de cafia resulta 13.28%, 21.52%, Agave tequilana weber 6.28%, 15.52%, paja brava
17.72%, 9.56% de celulosa y hemicelulosa respectivamente. Esta diferencia de
composicion quimica a raiz de ser de diferentes residuos lignocelulésicos, es debido
a aplicacion del método de expansion por explosion en las que se manipularon las
variables de presion, peso y humedad, estas variables son los que generan cambios
quimicos también fisicos, las que repercuten en los componentes de la celulosa y
hemicelulosa; debido a una hidrolisis en cada uno de estos polimeros en especial en
la hemicelulosa; los cambios fisicos en la fibra de Agave americana se generan por la

caida de presidn, generando quiebres en su estructura de la fibra.
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Por otro lado diversos autores estudiaron la composicion quimica de las
diferentes materias primas lignocelulésicas asi como Badal, (2003) quien hace
mencion sobre la composicion quimica de la fibra de maiz (celulosa 15%,
hemicelulosa 35%, lignina 8%), paja de arroz ( celulosa 35%, hemicelulosa 25%,
lignina 12% ), paja de trigo ( celulosa 30%, hemicelulosa 50%, lignina 20% );
también Triana, (2010) hace referencia en los tallos de café¢ en la que obtuvo
cantidades de celulosa 40 — 50%, hemicelulosa 16 — 20%, y lignina 20 — 30% y por
otro lado Xuebing et al., (2008), hace referencia la composicion quimica del tallo de
la mala hierba (crofion Eupatorium) en la que reporta 37.14% celulosa, 29.08%
hemicelulosa y 16.42% lignina y Monsalve et al., (2006), obtuvo 13.2, 14.8, 14% de
celulosa, hemicelulosa y lignina en la cascara de banano. En el estudio reatizado se
obtuvo datos similares en cuanto a la celulosa e inferiores en la hemicelulosa, estas

diferencias se deben a que provienen de distintos residuos lignocelulésicos.

Por otro lado Thamae et al., (2008), reporta la composicion quimica de la fibra
de Agave americana quien obtuvo 66 — 72% celulosa, 10 — 14% hemicelulosa y
12% lignina; donde Mylsamy y Rajendran, (2011), también obtiene resultados
similares de celulosa 68.42%, hemicelulosa 15.67% y lignina 4.85%, siendo
superiores al tratamiento seleccionado (T,) en el método de expansion por explosion,
en la que se alcanzo obtener 36.72% celulosa, 3.48% hemicelulosa, 18.40% lignina,
esta diferencia es debido a la degradacion de los polimeros a componentes mas
simples, por la aplicacion de un tratamiento fisico en las que se manipularon las

variables de presion, peso y porcentaje de humedad.
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4.3 Hidrolisis acida diluida al tratamiento seleccionado de extraccion

hidrotermica y expansiéon por explosion

4.3.1 Hidrolisis acida diluida al tratamiento seleccionado del proceso de
extraccion hidrotermica

En la tabla 13, se muestran las concentracidn de azticares reductores (AR), las
que se obtuvieron por un proceso de hidrolisis 4cida diluida de las fibra de Agave
americana; que previamente fue tratada por el método hidrotérmico en la que fue
seleccionada el tratamiento tres (T3), con la finalidad de dar mayor accesibilidad al
acido y obtener mejores resultados durante la hidrolisis; los valores reportados de
azucares reductores después de la hidrolisis 4cida diluida oscilan de 6.23 a 9.28 g/L
(AR), las que fueron tratadas a diferentes tiempos, concentraciones y a una

temperatura constante de 121 °C.

Tabla 13. Obtencidén de azicares reductores por hidrolisis 4cida diluida después de la

extraccién hidrotermico.

. . Azicar reductor
Tiempo Concentracion Temperatura "

Tratamiento (minutos) (H,S04) % oC (AR) (g/L)
L o 2 12t 623x01le

T, P30 4 121 8,27 +0,18¢
TN ) 8 121  928=03la

™ 2 121 1755+007d
0T e | 4121 841%02%bo

T 8 121 9,18 + 0,292
o, 2121 804+0,18cd |
T, . 9% 4 121 847+00%c
B 8 121 895+040ab

* Promedio del analisis por triplicado de la muestra. “Desviacion estindar. P < 0.05.
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Cardona et al, (2010) realizaron una hidrolisis al bagazo de cafia de azucar, cuya
concentracion de acido sulfirico (H,SO4) 1.25%, temperatura 121 °C, tiempo de 2
horas; con una carga de biomasa de 10% (w/w), consiguiendo una concentracion de
azucares totales de 59.1 g/L; como se puede observar en la tabla 13, el resultado
obtenido de azicares reductores en la presente investigacion es inferior a lo
reportado por Cardona et al, (2010), esta superioridad es debido a que la
composicion quimica del bagazo de cafia de azhcar es diferente a la del Agave
americana; superando a la hemicelulosa en un 19.64%, donde el medio 4cido tiene
una mayof facilidad de hidrolizar a los polimeros sobre todo a la hemicelulosa ya que
la celulosa es mucho mas resistente al medio acido. En efecto la conversion de
azucares fermentables se genera durante un proceso de hidrolisis acida; logrando la
conversion a azucares reductores en 80.6% de hemicelulosa, 17.2% celulosa Romeo,

(2010).

Mientras que Goémez, (2008), hidrolizo la paja de avena previamente molida,
con una proporcion de 50 g/L (paja de avena: solucion de acido clorhidrico (HCL)),
con una temperatura de 90 °C, tiempo 2 horas y una concentraciéon de acido
clorhidrico al 2%, obteniendo resultados de azdcar reductor de 20978 mg/L. medidos
por método DNS; este resultado es superior a lo reportado en la presente
investigacion debido a que solo se alcanz6 una cantidad de hidrolizado de azlicares
reductores de 13921 mg/L en una proporcion de 50 g/L fibra de Agave/soluciéon de
acido sulfurico (H,SO,), al 8% y 30 minutos, estas diferencias obtenidas de azicares
reductores durante el hidrolizado es a consecuencia de sus diferentes componentes

quimicos que presentan cada materia prima.

60
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Por otro lado también Gomez, (2008), hace mencién de parametros para el
proceso de sacarificacion de distintas materias primas como rastrojo de maiz (H,SO4
0.5%, 151 °C, 1 hora) reportando 286.5 mg AT/g residuo, bagazo de cafia (H,SO4:

1.25%, 121 °C, 2 horas) produciendo una cantidad 635 mg AT/g residuo.

Por otra parte se han realizado investigaciones como la de Saucedo er al.,
(2010), quien realizé un estudio de optimizacion de hidrolisis acida de bagazo de
Agave tequilana weber, las que se adquirieron de las destilerias tequileras para tal
efecto las fibras fueron lavadas con agua y secadas para luego ser molidas a
diametros de 0.5 mm las que se hidrolizaron a una relacion de materia prima y
concentracion de acido sulfurico H,SOq, 1:10 (p/v) en dos etapas , la primera fue con
temperaturas de 100, 125, 150, 175, 200 ° C; tiempos de 10, 20, 30, 40 minutos y
concentraciones de &cido sulfirico 1, 2% obteniendo el mejor resultado a 150 °C, 2%
H,SO, y 10 minutos con un rendimiento de 236 g/kg de materia seca y una
concentracion de 26.9 g/L. la segunda etapa fue a temperaturas de 150, 175, 200 °C;
tiempos 10, 20, 30, 40 minutos y concentraciones de 4cido sulfurico 1, 2%, en la que
obfuvp ¢l rendimiento mas alto a una temperatura de 175 °C, 2% H,SO4 y 30 minutos

reportando 90 g/kg de materia seca y una concentracion de 15 g/L.

En el trabajo realizado las fibras de Agave americana fueron secadas y molidas a
tamafios de particulas de 0.5 mm después del proceso hidrotérmico, las mismas que
fueron hidrolizadas a una relacion de 1:30 (p/v); los factores en estudio fueron
tiempo 30, 60, 90 minutos, concentracion de acido sulfirico (H,SOs) 2, 4, 8% y una

temperatura constante de 121 °C para todos los tratamientos, de los cuales el mejor
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resultado obtenido fue a las condiciones de 30 minutos, 8% (HSO4) y una
temperatura 121 °C la que report6 una concentracion de azicar reductor (AR) de 9.28
g/L con un rendimiento de 278.42 g/kg de muestra en base seca. Lo cual supera a la
hidrolisis de la primera y segunda etapa realizada por Saucedo et al., (2010); la
diferencia de los resultados de azucares reductores entre los datos teéricos y el
proceso de investigacion es debido a que mediante el tratamiento hidrotérmico sufren
cambios fisicos y quimicos que ayudan en el proceso de hidrolisis acida, por otro
lado Romero et al,(2010) enmarca en la importancia de la temperatura y
concentracion acida debido a que tiene una importante influencia en la fibra que pude

ser hidrolizada en su méaxima produccion,

Efectuando el ANOVA multifactorial resulta que los factores tiempo,
concentracion de acido sulfurico y la interaccién tiempo*concentracion; presentan
una influencia altamente significativa sobre las medias de concentracion de azlicares
rectores (AR) (p<0.01) por lo que se hace impresindible usar estos dos factores para

estudios posteriores (ver anexo 07.1.1 tabla 42).

Para la determinacion estadistica se llevé a cabo la comparacién multiple de
medias (prueba de Tukey), a un nivel de significancia de a = 0.05 en la que se
formaron cinco grupos de los nueve tratamientos como se puede observar en la figura
15, obteniendo los valores mas altos los tratamientos tres, seis y nueve de los cuales
el tratamiento tres obtiene el valor mas alto con una concentracion de aziicares

reductores de 9.28 g/l y un menor consumo de energia lo cual genera menos gasto
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econdmicamente frente a los tratamientos Ts, To, valor que no difiere

significativamente de los tratamientos seis y nueve.
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Figura 15. Comparacion estadistica de azticares reductores después del proceso de

hidrolisis anteriormente extraidas por el método hidrotérmico.

4.3.2 Hidrolisis 4cida diluida al tratamiento seleccionado del proceso de
extraccion de expansion por explosion

El tratamiento tres fue seleccionado después del proceso de expansion por
explosion la que fue hidrolizada a una proporcién de 1/30 (p/v) de fibra de Agave/
concentracion de acido sulfarico (H,SO4), a 2, 4, 8% (H,SO,), tiempos 30, 60, 90
minutos y a una temperatura constante de 121 °C, en la que se obtuvo resultados que

variaron de 7.12 a 9.41 g/L como se observa en la tabla 14.

MICAELA BASTIDAS
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Tabla 14. Obtencién de azicares reductores por hidrolisis 4cida diluida después de la

extraccion por expansion por explosion.

Azucar reductor

Tratamiento ;‘;‘:ﬁ)‘; C‘(’I‘_‘Ijg':)‘jfﬁ/if“ T"'m‘f,‘g“t“m (AR)(g/L)
(ats)

T, 2 121 7.12 % 0,09d
T, ; 30 4 121  854:035b

B 8 121 941+035a
T 2 121 770+0,18c
T 60 4 121 860004
Te 8 121 92410042
T, i 2 121 786£0,12¢
T ' 90 4 121 862+0,10b
To 8 121 924£0,10a

® Promedio del anélisis por triplicado de la muestra. "Desviacién estandar. a = 0.05

Segun Hernandez et al., (2009) hidrolizo al bagazo de cafia de aziicar quien
utilizo tratamiento de vapor en un auto clave a 121 °C y una concentracién de acido
clorhidrico 1.2% (HCl) y 1:5, 1:10, 1:15 (gramos de bagazo/ml de solucion), durante
un tiempo de 4 horas, para el proceso de hidrolisis 4cida en el bagazo de cafia de
azicar se tomo la relacion de 1:15 (p/v) y las variables mencionadas anteriormente;
en la que cedid un nivel mas alto de aziicares reductores; para el bagazo de cafia de
azicar sin medula 37.21% y 35.37% para bagazo de caifia de aziicar con medula y
para el bagazo de metzal 24.84 g/I. y metzodonte 33.42 g/L, en la que se puede
observar que existe una diferencia entre el bagazo de cafia de azicar y la fibra del
bagazo de Agave a pesar de ser tratados en las mismas condiciones; asi mismo
Sanchez et al., (2004) realizo estudios a la paja brava; quien hidrolizo en dos etapas
la primera etapa hidrolizo a 190 °C, durante un tiempo de resistencia 10 minutos
0.5% H,SO4 en la que se obtuvo xilosa 0.209 (g/g), arabinosa 0.007(g/g), glucosa

0.025 (g/g) llegando a un porcentaje de azicares totales de 24.1%, y para un tiempo

64

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS
] —

de 5 minutos xilosa 0.191 (g/g), arabinosa 0.007(g/g), glucosa 0.023 (g/g), resultando
un 22.1% de azucares vtotales; mientras a una temperatura de 200 °C, tiempo 3
minutos se obtuvo rendimientos de xilosa 0.191(g/g), arabinosa 0.009(g/g), glucosa
0.032(g/g) lo que hace la suma de azicares de 0.232 g/g con un rendimiento de
23.2% de azucares totales. En la segunda etapa de la hidrolisis utilizo una
temperatura de 230 °C, 10 minutos y una concentracion de 0.5% de acido sulfirico
en la que la produccion de glucosa fue 0.118 g/g, xilosa 0.094 (g/g), arabinosa 0.019
(g/g) la que obtuvo un total de aziicares 0.231(g/g) y un rendimiento en porcentaje de

23.8%.

En efecto en la presente investigacion; antes de del proceso de hidrolisis acida
las fibras de Agave americana fueron molidas en un molino de disco a tamafios de
particula de 0.5 mm, las que fueron hidrolizadas a proporcion de 1:30 (p/v) (peso de
materia prima/ concentracion en volumen ), en que las variables en estudio fueron
tiempos 30, 60, 90 minutos, concentracion de acido sulfurico (H,SO,) 2, 4, 8%, a una
temperatura constante de 121 °C como se puede observar en la tabla 14, en la que se
obtuvo una méxima concentracién de 9.41 g/L equivalente a un porcentaje de
28.23% de (AR), a condiciones de 30 minutos, 8% (H,SO,), 121 °C, el resultado
obtenido en el trabajo de investigacion supera a lo reportado por Sanchez ef al.,
(2004), esta diferencia es debido a que la fibra de la paja brava contiene una cantidad
elevada de lignina de 22.89%, por lo que impide el facil acceso de la solucion 4cida
para el desdoblamiento a compuestos mas simples, el trabajo es superior en 4% de
azucares reductores a pesar que después del tratamiento de expansion por explosion

la fibra de Agave es inferior en sus componentes de celulosa y hemicelulosa de la que
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se pueden deducir que existe dafios fisicos durante el tratamiento de expansion por
explosion la que permite desarrollar una mejor obtencién de azucares reductores

durante la hidrolisis acida.

Frente a lo reportado por Hernandez et al.,(2009), los valores encontrados en la
presente investigacion resulta inferior en 8.97, 7.13 y 5.18% de AR para el bagazo de
cafia de azicar con medula, sin medula y bagazo de Agave metzodonte
respectivamente y superior al bagazo de Agave metzal en 3.4% de AR, esta
diferencia que presenta tanto el bagazo de cafia de aziicar y el bagazo de Agave es a
consecuencia de su composicion quimica que presenta cada una de estas materias
primas, asi como el bagazo de cafia de aziicar que tiene una mayor cantidad de
hemicelulosa la que se hidroliza con mayor facilidad por ser un polimero disociado,
mientras la celulosa presenta un grado de cristalinizacion que la hace mas
complicado durante la hidrolisis; por otra parte Ye Sun y Cheng, (2005) hace
mencion que el acido sulfirico diluido puede con eficacia solubilizar la hemicelulosa
en azucares de monoméricas (arabinosa, galactosa, glucosa, manosa, y xylosa) y

oligomeros solubles.

La obtencion de azucares reductores fueron estudiados por diversos autores en
distintas materias primas lignoceluldsicas asi como Triana, (2010), quien utiliza el
acido sulfurico a una concentraciéon de 2% (H,SO4) para la reaccion de la
sacarificacion en los tallos de la planta de café¢, con una relacion de 1/10 (p/v),
tiempo de 4 horas, temperatura de 135 °C obteniendo un resultado de 33.41 g/L de

azucares reductores; mientras Xuebing et al., (2008), estudia al tallo de la mala
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hierba (crofton Eupatorium) las que fueron tratadas a temperaturas de 100, 110, 120
°C, tiempos 90, 120, 150 minutos, concentraciones de 1, 2, 3% (H,SO,) en una
relacion de 1/8 (p/v), reportando el mejor resultado de 32.89 g/L a condiciones de

120 °C, 120 minutos y 1% H,SOs4.

La presente investigacion reporta datos inferiores a los reportados por Triana,
(2010) y Xuebing et al., (2008), esta diferencia de resultados es debido a la
temperatura, tiempo y concentracién durante la hidrolisis. En consecuencia Shanti et
al., (2012), hace menciéon que la temperatura es uno de los pardmetros mas
importantes para la degradacion de azucares; a temperatura inferior 100 — 140 °C es
normalmente aplicable en la hidrolisis de hemiceluosa y temperaturas mas altas

como 180 — 250 °C equivale a la hidrolisis de celulosa.

Por otra parte Aguilar et al., (2002), hidrolizo al bagazo de cafia de aziicar con
una relacion de 1/10 (p/v), a temperatura de 122 °C, tiempo 24 minutos y una
concentracion de acido sulfarico 2% (H,SO,); en estas condiciones cedieron una
cantidad de 21.6 g/L xilosa, 3 g/L. glucosa; en la que reporta 24.6 g/L de azucares
totales. Por otro lado también trabajo la misma materia prima Laopaiboon et al.,
(2010) quien hace una comparacién de hidrolisis acida, entre el &cido sulfﬁricob
(H2S04) y acido clorhidrico HCI; en donde la relacion de materia prima y la solucion
acida fue de 1/15 (p/v) para ambos casos durante el proceso de hidrolisis, los datos
reportados para la concentracion de acido sulfurico al 0.5% (H,SO,), temperatura
110 °C y un tiempo de 4 horas, se obtuvo una cantidad de xilosa 12.64 g/L, glucosa

228 g/L, arabinosa 1.33 g/L, y aziicares totales de 16.25 g/L; en las mismas
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condiciones trabajo para el HCI resultando una concentracion de xilosa 15.16 g/L,
glucosa 2.85 g/L, arabinosa 1.35 g/L, en la que se obtuvo 19.36 g/L, de azlicares
totales. Otra de las materias primas hidrolizadas por Leenakul y Tippayawong,
(2010), fue el bambuo en donde se manipularon las variables de temperaturas de 120,
140 °C, tiempos de 30, 60, 90 minutos y a concentraciones de 0.6, 0.9, 1.2%
(H2S04), en la que obtuvo mejores rendimientos de glucosa 3.50 (g/100g), xilosa
14.92 (g/100g), con los parametros de temperatura 140 °C, tiempo 90 minutos y a
una concentracion de 1.2% de (H,SO,). Todos estos resultados son inferiores a los
reportados por la hidrolisis acida diluida después del proceso de expansién por
explosion la que se puede observar en tabla 14 la que alcanza un rendimiento de
28.23% de azicar reductor. En efecto la liberacion de azucares aumenta con el
aumento de la concentracion acida pero a su vez este disminuye a partir de entonces;
esto se explica a que mas concentracién acida causa el aumento de liberacion de
algunos compuestos toxicos o inhibidores (furfural y acido acético) Laopaiboon et

al., (2010).

En la tabla 14, se observa los resultados de azucares reductores (AR) que
proviene de la combinacion de los factores en estudio tiempo, concentracion de
acido; valores que varian 7.12 hasta 941 g/ (AR). En efecto en el andlisis
multifactorial ANOVA se observa que el factor de concentracidn, tiene una
influencia altamente significativa sobre las medias de AR (P<0.01); por lo que se
tiene que tomar mayor énfasis en la variable de concentracion de acido sulfiirico ya
que durante el proceso de hidrolisis acida tiene una alta influencia significativa en la

degradacion de polimeros a azucares reductores, por otro lado también la
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combinacién de tiempo*concentracion tiene una influencia significativa sobre las
medias de AR (P<0.05); sin embargo ¢l tiempo no tiene una influencia significativa

sobre las medias de (AR) P>0.5 (ver anexo 07.2.1 tabla 47).

En la figura 16, se observa la comparacion estadistica de la hidrolisis acida
diluida en funcioén a los azucares reductores, obtenidas a partir de las fibras del Agave
americana las que fueron tratadas anteriormente con el método de expansion por
explosion; para la seleccion del mejor tratamiento se efecto la comparacién miltiple
de medias (prueba de Tukey) a un nivel de significancia (o = 0.05), reportando el
tratamiento tres con el valor mas alto de 9.41 g/L la cual no representa una diferencia
significativa con los tratamientos seis y nueve a pesar de ello el tratamiento tres es
elegido por consumir menor energia lo cual implica un menor gasto econémico, por
otro lado el tratamiento uﬁo obtiene el menof resultado la que difiere

significativamente de los otros siete tratamientos.
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o
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854 8,6 862

AR (g/L)
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3,6, 9 2,5 8 4, 7 1
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Figura 16. Comparacidn estadistica de azticares reductores después del proceso de

hidrdlisis anteriormente extraidas por el método de expansion por explosion.
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4.4 Comparacién de los métodos de extraccion hidrotermica y expansién por
explosion

La extracciéon del método hidrotérmico resulta mayor en cuanto a su
composicion quimica de fibra detergente neutra (FDN), celulosa, hemicelulosa e
inferior en lignina comparado con el método de expansion por explosién, esta
diferencia de componentes quimicos es debido a las variables utilizadas en cada uno
de los métodos de extraccion; durante el tratamiento hidrotérmico se solubiliza
pequefias cantidades de hemicelulosa y lignina, mientras que en el método de
extraccion de expansion por explosion la descomposicion de los polimeros es mayor
comparado con el método de extraccion hidrotermica la que repercute en la
concentracion de FDN. En la figura 17 se observa la comparacion de los resultados

quimicos después del proceso de extraccién hidrotermica y expansion por explosion.

70 - 67,83
60 A
50 A
[

40 - m % FDN

8 % Celulosa
30 -

% Hemicelulosa
20 -

| %Lignina
10

0 e
Hidrotermico Expansién por explosién
Extraccion

Figura 17. Comparacion de la extraccion hidrotermica y expansion por explosion.

Por otro lado la extraccién del método de expansion por explosion comparado

con ¢l método hidrotérmico resulta superior en la obtencion de azucares reductores a
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pesar que resulta inferior en su composicion quimica, este resultado es a
consecuencia de que durante el tratamiento hidrotérmico no sufre cambios fisicos
que ayuden durante el proceso de hidrolisis a diferencia del método de expansion por
explosion que si genera rupturas en los polimeros de la fibra del Agave americana,
dando mayor facilidad al proceso de hidrélisis mediante el uso de acido (H,SO,) para
la produccién de aziicares reductores. En la figura 18 se puede observar la
comparacion de los mayores rendimientos de aztcares reductores tras realizar la

hidrolisis 4cida a los métodos de extraccion hidrotermico y expansién por explosion.

95 - ' 9,41
%24 9,24
9,3 - 3 A=
9,1 4
5 89 1
X 87
8,5 A
8,3 '
. L
8,1
T3, T T, T Te To
AR en el metédo hidrotermico AR en el metédo de expansion por
explosién

Figura 18. Comparacion de AR en los métodos de extraccion hidrotermica y
expansion por explosion.

Sin embargo al realizar una comparacién miltiple de medias (Tukey) a un nivel
de significancia de o = 0.05 a los seis mejores resultados de aziicares reductores
obtenidas después del proceso de hidrélisis de ambos métodos de extraccién; no
presentaron diferencias estadisticas entre si, como se pueden observar en el anexo 08

tabla 48.
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V. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusién

El método de extraccion hidrotérmico permitié concentrar mayor cantidad de
fibra detergente neutra (FDN) con las variables de temperatura a 90 °C, tiempo 10
minutos y una relacion de 1:2 (p/v) en la que se alcanzo obtener 67.83% de FDN la

que se seleccioné para el proceso de hidrolisis.

En el método de expansion por explosion se obtuvo una concentracion de fibra
detergente neutra (FDN) de 58.60% con las variables de estudio de presion 110 psi,
peso 90 g a un porcentaje de humedad de 53%; los que ademas fueron seleccionados

para la hidrolisis 4cida diluida por contener la mayor cantidad de FDN.

En el proceso de la hidrolisis acida diluida a la fibra del Agave americana
pretratada anteriormente por el método hidrotérmico, se 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, concentracidon de acido (H,SO,4) de 8% y para la
hidrolisis 4cida diluida realizada al tratamiento seleccionado de expansiéon por
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 4cido sulfirico (H,SOs).
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5.2 Recomendaciones

Hidrolizar a los componentes de mayor cantidad de celulosa, hemicelulosa y
menor cantidad de lignina después de los métodos de extraccion para la obtencion de

azucares reductores.

Estudiar la optimizacién de la hidrolisis 4cida en funcién a su eficiencia e
identificacién de compuestos fenolicos como hidroximetil furfural (HMF) y furfural

después del proceso de la hidrolisis acida.

Estudiar los parametros optimos de temperatura, tiempo y concentracion de
acido, durante la hidrolisis 4cida para la extraccion por el método de expansion por

explosion en la fibra del Agave americana.
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Anexo 01: Determinacion de humedad (Método gravimétrico)

Método aplicado (NTP 209.264 — 2001)

Aplicaciéon

El método es aplicable en alimentos cocidos de reconstitucion instantanea las mismas
que son consumidas de forma directa, cuya composicion puede tener mezclas de

cereales, granos andinos, tubérculos entre otros.

Principio de métode
El método esta basado en la deshidratacion de la muestra, por calentamiento en
estufaa 100 + 102 °C.

Equipos, materiales

Balanza analitica, con resolucion de 0.1 mg.
Estufa con regulador de temperatura a 100 +2 °C.
Placa de base plana de diametro > 5 cm, con tapa.
Desecador de vidrio con agente desecante.
Espatula.

Pinzas metalicas.

Preparacion de muestra
Homogenizar la muestra, en una bolsa de plastico, cuya capacidad sea el doble de la

cantidad de muestra a analizar.

Procedimiento

Precalentar la estufa a 100 +£2 °C.

Secar la placa durante 1 hora y enfriar en desecador y pesar.
Colocar en la placa de 2.5 a 3 g de muestra preparada.
Secar por 3 hen estufaa 100 +2 °C.

Enfriar en desecador, pesar rapidamente.

MICAELA BASTIDAS
—

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



Cilculo y expresién de resultados

Reportar la pérdida de peso como humedad

_ ((Py + M) — (P, + M)

X100
M,

%H

Dénde:
P;= peso de la placa (g).
M, =peso de la muestra (g).

M,= peso de la muestra seca (g).

Anexo 02: Método de fibra detergente neutra (FDN)

Método aplicado (Ankom, 2008)
Aplicacién
Este método es aplicable a granos, comida, forrajes y toda materia prima que sea

susceptible a la solucién detergente neutra.

Materiales, equipos, reactivos y utensilios
Materiales
o Agitador vortex.
¢ Bolsas de filtracion de Ankom K — F 57.
e Desecador.
e Envase de vidrio 5 L.
e Marcador resiste a solventes.
e Pipeta Sml.
e Probeta 50 ml.
e Vaso precipitado 1L.
Equipos
¢ Balanza analitica.
o Estufa.

e Sellador a calor.
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Reactivos

Acetona.

Acido clorhidrico.

Acido etilendiaminotetracetico (EDTA).

Agua destilada.

Etileno glicol éter monoetilico.

Fosfato disodico anhidro (Na,HPO,).

Hidroxido de sodio (NaOH).

Sulfato lauril sédico.

Sulfito de sodio.

Tetraborato de sodio decahidratado (Na,B,07*10H,0).

Preparacion de solucion de fibra detergente neutra (FDN)

Para preparar la solucién de FDN; en base a un litro de agua destilada se muestra en

la tabla 01, el hidréxido de sodio es disuelto en 150 ml de agua destilada para luego

agregar el EDTA y el Na,B,07*%10 H,O hidratado. Paralelamente en otro vaso, se

disuelve calentando el fosfato disédico anhidro (Na,HPO,) en 20 ml de agua

destilada. Estas dos soluciones son mezcladas mientras estén calientes. Por otro lado,

el sulfato lauril sédico es disuelto alrededor de 200 ml de agua destilada, para luego

agregar a un frasco por medio de un embudo que este llegue al fondo. Finalmente se

completa esta primera etapa con la adicién de 10 ml etilen glicol éter monoetilico

para evitar la espuma, luego enrasar con agua hasta un litro. Al dia siguiente, se mide

el pH, el que debe estar entre 6.9 y 7.1, de lo contrario se debe ajustar con NaOH o
HCI 5 N (Ankom, 2008).
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Tabla 01. Reactivos para solucion neutro detergente

Reactivos Cantidad
Nombre comiin Nombre comercial
Agua destilada Agua destilada 1 litro
. . Sodio dodecilsuifato
Sulfato lauril sédico 30 gramos
(C 12H2508020Na)

Acido etilendiaminotetraacético, sal
disodica (CyoH;4N;Na,0g* 2 H,0) 14.61 gramos
(EDTA)

Hidréxido de sodio (NaOH) Hidroéxido de sodio (NaOH) 4 gramos

Acido etilendiaminotetracetico
(EDTA)

Tetraborato de sodio L .
Di-Sodio tetraborato decahidrato

decahidratado 6.81 gramos
(N&2B407* 10 HzO)
(Na;B,0,*10H,0)
Fosfato disddico anhidro Di-Sodio hidrogenofosfato
4.56 gramos
(Na;HPO,) (Na;HPO,)

Etileno glicol éter monoetilico | Trietilenglicol (HO(CH,CH;0)H) | 10 mililitros

Fuente: (Vilcanqui, 2009) y Elaboracién propia.

Procedimiento de la fibra detergente neutro (FDN)

Para proceder con la determinacion de FDN, las muestras de fibra deben estar
completamente deshidratadas y reducidas de tamafio en un molino, con una malla de
0.5 mm. Las bolsas de filtraciéon K- F 57-ANKOM, son codificadas mediante el uso
de un marcador resistente a solventes, luego pesadas en la balanza analitica,
registrando el peso como (W;). Pesar 0.45 a 0.55 gramos de muestra dentro de la
bolsa de filtracién registrandose como W, (peso de la muestra). Las bolsas son
selladas térmicamente en la parte superior a una distancia de 4 mm. Paralelamente
por cada lote’ experimental, es incluida una bolsa de filtraciéon vacia como blanco
registrandose con el peso (C;). Las bolsas fueron colocadas en tres vasos precipitados
de un litro, las que se encontraban con 8 unidades cada una, a las que se les afiadio
400 ml de solucion neutro detergente y 4 g de sulfito de sodio; para luego proceder la
digestién a una temperatura de 97 + 2°C (ebullicion), por un tiempo de 75 minutos.

Terminada esta operacion se lava hasta por tres veces con agua destilada a una

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



temperatura de 70 a 90°C. Llevar a la estufa a 102 + 2°C por un tiempo de 4 horas,
transcurrido este tiempo, pesar y registrar como (W3).

Nota: Si la muestra contiene mayores a 5% de grasa, esta debe ser extraida con
acetona; usar un minimo de 1500 ml de solucién por 24 muestras por corrida luego
agregar 20 g o (0.5 g /50 ml) de sulfito de sodio.

La ecuacion que permite estimar el porcentaje de FDN es:

Wy — (W, C
%FDN=( 3 VE, 1€1)) X100
2

Dénde:
Wi: Es el peso de la bolsa de filtro
W,: Es el peso de la muestra.
W3: Es el peso seco de la bolsa con fibra, después del proceso de digestion.

Ci: Es la relacion del peso final y la inicial de la bolsa de filtracion.
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Anexo 02.1: Resultados de FDN por el método hidrotérmico

Tabla 02. Resultados de FDN en el método hidrotermico.

Combinaciones W, A\ 7} W; C
T"“}'f(':')““"‘ T“(;"" Relacién (F:H,0) :o‘l'.'.“(;') P muestra (g) fm"’;':; P correccién | FDN (%)
%0 15 1:2 0,3997 0,5030 0,7409 10043 | 67,4913
90 15 12 0,3762 0,5037 0,7365 1,0043 71,2095
90 15 12 0,4488 0,5011 0,8262 1,0043 74,9292
90 15 Il 0,4400 0,5037 0,7979 1,0043 70,6786
9 15 11 0,4409 0,5006 0,7983 1,0043 71,0156
9 15 11 0,4356 0,5057 0,7947 1,0043 70,6401
90 10 12 0,4720 0,5035 08151 10043 | 67,7399
90 10 12 0,4648 0,5025 0,8094 10043 | 68,179
90 10 12 0,4082 0,5035 0,7502 10043 | 67,5759
% 10 111 04332 0,5040 0,7705 10043 | 66,5550
90 10 11 0,4613 0,5042 0,7920 10043 | 65,1956
90 10 11 0,4142 05060 | 07558 10043 | 67,1579
80 15 12 0,5290 0,5013 07971 1,0043 53,0272
80 15 12 0,5300 0,5078 08157 1,0043 55,8135
80 15 12 0,5245 0,5004 0,8014 1,0043 54,8850
80 s 111 0,5340 0,5010 0,8375 10043 | 60,1205
80 15 11 0,5241 0,5013 0,8123 1,0043 57,0410
80 15 111 0,4787 0,5048 07776 10043 | 588038
80 10 12 0,5528 0,5011 0,8201 1,0043 52,8683
80 10 12 0,5294 0,5045 0,8002 1,0043 53,2257
80 10 12 0,5297 0,5089 0,8001 1,0043 52,6866
80 10 11 0,5286 0,5050 0.7786 10043 | 49,0549
80 10 11 0,5383 0,5044 0,7916 10043 | 49,7592
80 10 11 0530 | = 05029 0,7899 10043 | 494298

*P: peso, F: fibra
Tabla 03. Peso de la bolsa de filtracion Ankom K - F 57 en blanco.

Peso de bolsa blanco FDN
P inicial (g) P final (g) P correccion (Cy)
0,5352 0,5375 1,0043

MICAELA BASTIDAS

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



WICAELA BASTIDAS
—

Anexo 02.1.1: ANOVA factorial — fibra detergente neutra (FDN) para el método

hidrotérmico

Variable dependiente: FDN

Factores:

Temperatura.

Tiempo.
Relacion fibra de Agave /agua (F: H;O).

Numero de casos completos: 24

Tabla 04. ANOVA factorial de FDN en el método hidrotérmico

FDN
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1557,331 7 222,476 90,896 0,000
Intra-grupos 39,161 16 2,448
Total 1596,493 23

Tabla 05. Pruebas de los efectos inter-sujetos en funcion a la FDN en el método

Variable dependiente: FDN

hidrotermico.

Suma de cuadrados
Origen gl Media cuadratica F Sig.
tipo IIT
Modelo corregido 1557,331° 7 222 476 90,896 0,000
Interseccié.n 90662,006 1 90662,006 37041,340 0,000
Temp 1374,891 1 1374,891 561,732 0,000
Tiem 131,728 1 131,728 53,820 0,000
Rel 728 1 0,728 0,297 0,593
Temp * Tiem 3,455 1 3,455 1,412 0,252
Temp * Rel 2,397 1 2,397 0,979 0,337
Tiem * Rel 28,312 1 28,312 11,567 0,004
Temp * Tiem * Rel 15,820 1 15,820 6,464 0,022
Error 39,161 16 2,448
Total 92258,499 24
Total corregida 1596,493 123

a. R cuadrado = ,975 (R cuadrado corregida = ,965)

Donde: Temp: temperatura, Tiem: tiempo, Rel: relacién
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Tabla 06. Comparacién de medias en el método hidrotérmico en funcién a las

variables de FDN.

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3 4 5
8,00 3 49,4149
7,00 3 52,9272 52,9272
5,00 3 54,5755 54,5755
6,00 3 | 58,6553
4,00 3 66,3031
3,00 3 67,8319 67,8319
2,00 3 70,7783
1,00 3 71,2102
Sig. 0,177 0,890 0,082 0,921 0,210

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3,000.
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Anexo 02.2: Resultados de FDN por el método de expansiéon por explosion

Tabla 07. Resultados de FDN en el método expansion por explosion.

Combinaciones W, W, W; G

Presion(psh | T 2)"“‘ H“;’;:;"" m P "‘(‘:)'“‘ Pm‘:;* Pcorreccién | FDN (%)
110,0000 110,0000 | 62,0000 0,5211 0,5039 0,8055 1,0043 55,9951
110,0000 110,0000 | 62,0000 0,5166 0,5028 0,7991 1,0043 55,7436
110,0000 110,0000 | 62,0000 0,5303 0,5040 0,8075 1,0043 54,5476
110,0000 110,0000 | 53,0000 0,5288 0,5024 0,8079 1,0043 55,1007
110,0000 110,0000 | 53,0000 0,5108 0,5042 0,7886 1,0043 54,6616
110,0000 110,0000 | 53,0000 0,5331 0,5036 0,8111 1,0043 54,7474
110,0000 90,0000 | 62,0000 0,5039 0,5037 0,7882 1,0043 56,0122
110,0000 90,0000 | 62,0000 0,5322 0,5060 0,8179 1,0043 56,0102
110,0000 90,0000 | 62,0000 0,4869 0,5006 0,7735 1,0043 56,8331
110,0000 90,0000 | 53,0000 0,5007 0,5007 0,7982 1,0043 58,9868
110,0000 90,0000 | 53,0000 0.4709 0,5021 0,7682 1,0043 58,8080
110,0000 90,0000 | 53,0000 04957 0,5009 0,7885 1,0043 58,0292
130,0000 110,0000 | 62,0000 0,4994 0,5024 0,7884 1,0043 57,0965
130,0000 110,0000 | 62,0000 0,5047 0,5029 0,7901 1,0043 56,3193
130,0000 110,0000 | 62,0000 0,4849 0,5073 0,7735 1,0043 56,4784
130,0000 110,0000 | 53,0000 0,4876 0,5007 0,7560 1,0043 53,1862
130,0000 110,0000 | 53,0000 0,5047 0,5020 0,7738 1,0043 53,1733
130,0000 110,0000 | 53,0000 0,5024 0,5035 0,7729 1,0043 53,2049
130,0000 90,0000 | 62,0000 0,4933 0,5006 0,7714 1,0043 55,1296
130,0000 90,0000 | 62,0000 0,4987 0,5043 0,7794 1,0043 55,2361
130,0000 90,0000 | 62,0000 0,4968 0,5021 0,7760 1,0043 55,1810
130,0000 90,0000 | 53,0000 0,4938 0,5054 0,7691 1,0043 54,0516
130,0000 90,0000 | 53,0000 0,4956 0,5040 0,7728 1,0043 54,5772
130,0000 90,0000 | 53,0000 0,4921 0,5017 0,7735 1,0043 55,6675

*P: peso

Tabla 08. Peso de la bolsa de filtracion Ankom K - F 57 en blanco.

Peso de bolsa blanco FDN
P inicial (g) P final (g) P correccion (Cy)
0,5352 0,5375 1,0043
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Anexo 02.2.1: ANOVA factorial — fibra detergente neutra (FDN) para el método

de expansion por explosion

Variable dependiente: FDN
Factores: Presion.
Peso de la fibra.
Humedad.

Numero de casos completos: 24

Tabla 09. ANOVA factorial de FDN en el método de expansion por

explosion.
Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 53,205 7 7,601 30,524 0,000
Intra-grupos 3,984 16 0,249
Total 57,1590 23

Tabla 10. Prueba de los efectos inter- sujetos en funcion a la variable de FDN
en método de expansiéon por explosion.

Variable dependiente: FDN

Suma de cuadrados
Origen gl Media cuadrética F Sig.
tipo IIT
Modelo corregido 53,205° 7 7,601 30,524 0,000
Interseccion 74245,236 1 74245,236 298163,016 0,000
Pres 10,779 1 10,779 43,288 0,000
Pes 8,376 1 8,376 33,636 0,000
Hum 1,653 1 1,653 6,637 0,026
Pres * Pes 7,695 1 7,695 30,901 0,000
Pres* Hume 11,59 1 11,596 46,568 0,000
Pes* Hum 13,105 1 13,105 52,629 0,000
Pres * Pes * Hum ,002 1 0,002 0,010 0,922
Error 3,984 16 0,249
Total 74302,425 24
Total corregida 57,190 23

a. R cuadrado =,930 (R cuadrado corregida =,900)

Doénde: Pres: presion, Pes: peso, Hum: humedad

WICAELA BASTIDAS
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Tabla 11. Comparacién de medias en el método de expansion por explosion en

funcion a la variable de FDN.

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3 4 5
6,00 3 53,2184
8,00 3 54,7657
2,00 3 54,8368
7,00 3 55,1825 55,1825
1,00 3 55,4290 55,4290 55,4290
3,00 3 56,2854 56,2854
5,00 3 56,6316
4,00 3 ' 58,6083
Sig. 1,000 0,729 0,190 0,126 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

Anexo 03: Método de fibra detergente dcida (FDA):

.

Método aplicade (Ankom, 2008)
Aplicacion
Este método es aplicable a granos, comida, forrajes y toda materia prima que sea

resistente a la solucidn acida.

Materiales, equipos, reactivos.
Materiales

e Vaso precipitado 1 L.

e Agitador vortex.

e Probeta 50 ml.

e Envase de vidrio 5 L.

MICAELA BASTIDAS
)

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



e Pipeta S ml

e Marcador resiste a solventes.

e Desecador.

e Bolsas de filtracion de Ankom K — F 57.
Equipos

e Balanza analitica.

e Estufa.

e Sellador a calor.
Reactivos

e Acetona.

e Acido sulfurico 1.00N H,SO4.

e Agua destilada.

e Cetyl trimetil amonio bromuro (CTAB).

Preparacion de la solucion detergente icido (FDA)
La solucion acida detergente se afiade 20g cetyl trimetil amonio bromuro
(CTAB) a 1 litro de 1.00 N H,SO, estandarizé (soluciéon quimico disponible de

Ankom) agitar la solucion.

Procedimiento de la fibra detergente acido (FDA)

Para la cuantificacion de FDA las muestras fueron molidas a tamafios de 0.5 mm
en un molino de disco; seguidamente las bolsas de filtro K - F 57 - ANKOM son
pesadas (W), luego las muestras fueron pesadas directamente en las bolsas de filtro
aproximadamente en un margen de 0.45 - 0.55 g siendo este el peso (W>), las que
fueron sellas herméticamente con un sellador térmico durante dos segundos, también
se pesa una bolsa en blanco (C;) para su correccion, una vez terminada las
operaciones mencionadas, 8 muestras selladas se introdujeron a un vaso precipitado
el cual contiene una solucion acido detergente de 800 ml, las que se operaron por un
tiempo de 60 minutos a una temperatura de ebullicion de 97 + 2 °C, una vez
terminada el proceso las bolsas fueron lavadas con agua caliente a 70 - 90 °C hasta

un pH neutro, las que se presionaron suavemente y removieron el exceso de agua,
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para luego ser secadas en la estufa a 102 + 2 °C durante 4 horas para luego ser

pesadas una vez que estén frias (W3).

Nota:

Dénde:

Si se procesa muestras menores a 20, se debe usar 100 ml/bolsa de solucion
de acido detergente. Usar un minimo de 1500 ml de solucién.

Si la muestra contiene mayores a 5% de grasa, esta debe ser extraidé con
acetona esta debe de ser cubierta con suficiente acetona; las bolsas deben

estas cubiertas durante 10 minutos.

(W3 — (W, Cy)) X

00
W, 1

%FDA =

Wi Es el peso de bolsa de filtro.
W.: Es el peso de la muestra.
Wi;: Es el peso de la bolsa y la muestra seca después de la digestion.

C;: Es la relacion del peso final y la inicial de la bolsa de filtracion.
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Anexo 03.1: Resultados de FDA por el método hidrotérmico

Tabla 12. Resultados de FDA en el método hidrotermico.

Combinaciones W, W, W3 C
Tempo (*C) Temperaturs (g) l:;l:zg')' P ilﬂc(l;l) bolsa P muestrs (g) P final (g) P correccion FDA (%)

90 15 12 0,4489 0,5019 0,7004 0,9977 50,3178
90 15 12 0,4635 0,5024 0,7051 0,9977 48,3040
90 15 1:2 0,4505 0,5041 0,7111 0,9977 51,9041
90 15 1:1 0.4721 0,5042 0,7419 0,9977 53,7285
90 15 1:1 0,4379 0,5019 0,6930 0,9977 51,0300
90 15 1:1 0,4663 0,5032 0,7278 0,9977 52,1831
90 10 1:2 0,4477 0,5036 0,7080 0,9977 51,8948
90 10 1:2 0,4558 0,5027 0,7238 0,9977 53,5232
90 10 1:2 0,5385 0,5027 0,7987 0,9977 52,0099
90 10 1:1 0,4594 0,5014 0,7009 0,9977 '

90 10 1:1 0,4639 0,5035 0,7121 0,9977

90 10 1:1 0,4827 0,5009 0,7398 0,9977

80 15 1.2 0,4731 0,5006 0,7370 0,9977 52,9368
80 15 1:2 0,4728 0,5030 0,7469 0,9977 54,7119
80 15 12 0,4553 0,5021 0,7244 0,9977 53,8060
80 15 11 0,4548 0,5003 0,7063 0,9977 50,4815
80 15 1:1 0,4615 0,5026 0,7241 0,9977 52,4621
80 15 1:1 0,4951 0,5008 0,7513 0,9977 51,3883
80 10 1:2 0,4534 0,5047 0,7085 0,9977 50,7540
80 10 1:2 0,4453 0,5022 0,6925 0,9977 49,4298
80 10 1:2 0,4323 0,5043 0,6813 0,9977 49,5749
80 10 1:1 0,4568 0,5030 0,6989 0,9977 48,3426
80 10 1:1 0,4608 0,5042 0,7062 0,9977 48,8839
80 10 1:1 0,4761 0,5016 0,7193 0,9977 48,7058

*P: peso:
Tabla 13. Peso de la bolsa de filtracion Ankom K - F 57 en blanco

Peso de bolsa blanco FDA
| P inicial () P final (g) P correccién (C;)
0,4725 0,4714 0,9977
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Anexo 03.1.1: ANOVA factorial — Fibra detergente acida (FDA) para el método
hidrotérmico
Variable dependiente: FDA
Factores: Temperatura.
Tiempo.
Relacion fibra de Agave /agua (F: H,O).
Numero de casos completos: 24

Tabla 14. ANOVA factorial de FDA en método hidrotermico.

FDA
Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 62,414 7 8,916 6,558 0,001
Intra-grupos 21,752 16 - 1,360
Total 84,166 23

Tabla 15. Pruebas de los efectos inter-sujetos en funcién a la variable de FDA en
el método hidrotemico.

Variable dependiente: FDA

Suma de cuadrados
Origen gl Media cuadratica F Sig.
tipo II
Modelo corregido 62,414° 7 8,916 6,558 0,001
Interseccion 62609,043 1 62609,043 46052,206 0,000
Temp ,340 1 340 0,250 0,624
Tiem 17,846 1 17,846 13,127 0,002
Rel 6,533 1 6,533 4,805 0,044
Temp * Tiem 15,837 1 15,837 11,649 0,004
Temp * Rel 3,664 1 3,664 2,695 0,120
Tiem * Rel 5,141 1 5,141 3,781 0,070
Temp * Tiem * Rel 13,054 1 13,054 9,602 0,007
Error 21,752 16 1,360
Total 62693,209 24
Total corregida 84,166 23

a. R cuadrado = ,742 (R cuadrado corregida = ,628)
Donde: Temp: temperatura, Tiem: tiempo, Rel: relacion

WICAELA BASTIDAS
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Tabla 16. Comparacion de medias en el método hidrotérmico en funcién a la
variable de FDA.

HSD de Tukey*
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3
8,00 3 48,6441
4,00 3 49,8133 49,8133
7,00 3 49,9196 49,9196
1,00 3 50,1753 50,1753
6,00 3 51,4440 51,4440 51,4440
2,00 3 52,3139 52,3139
3,00 3 52,4760 52,4760
5,00 3 53,8182
Sig. 0,128 0,164 0,265

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamatfio muestral de la media arménica = 3,000.
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Anexo 03.2.: Resultados de FDA por el método de expansion por explosion

Tabla 17. Resultados de FDA en el método de expansion por explosion.

Combinaciones W, W, W3 C
P;;::;'m P f;l))ra Hu::x/:;iad P nnc;:'l) bolsa m(l;stra P+ﬁ;3§::rl;a P correccién FDA (%)
110,0000 110,0000 62,0000 04762 0,5039 0,7538 0,9977 55,3077
110,0000 110,0000 62,0000 0,4695 0,5032 0,7464 0,9977 55,2424
110,0000 110,0000 62,0000 0,4829 0,5033 0,7547 0,9977 54,2243
110,0000 110,0000 53,0000 0,4721 0,5051 0,7406 09977 | 533728
110,0000 110,0000 53,0000 0,5107 0,5067 0,7766 0,9977 52,7086
110,0000 110,0000 53,0000 0,5082 0,5082 0,7756 0,9977 52,8471
110,0000 90,0000 62,0000 0,5021 0,5016 0,7796 0,9977 55,5532
110,0000 90,0000 62,0000 0,4875 0,5050 0,7650 0,9977 55,1725
110,0000 90,0000 62,0000 0,5090 0,5077 0,7924 0,9977 56,0510
110,0000 90,0000 53,0000 0,4937 0,5018 0,7704 0,9977 55,3678
110,0000 90,0000 53,0000 0,4841 0,5052 0,7650 0,9977 55,8221
110,0000 90,0000 53,0000 0,4703 0,5059 0,7433 0,9977 54,1770
130,0000 110,0000 62,0000 0,4859 0,5076 0,7555 0,9977 53,3329
130,0000 110,0000 62,0000 0,5118 0,5044 0,7763 0,9977 52,6719
130,0000 110,0000 62,0000 0,4579 0,5067 0,7281 0,9977 53,5333
130,0000 110,0000 53,0000 0,461 0,5004 0,7267 0,9977 52,0932
130,0000 110,0000 53,0000 0,4884 0,5046 0,7503 0,9977 52,1251
130,0000 110,0000 53,0000 0,5020 0,5064 0,7648 0,9977 52,1237
130,0000 90,0000 62,0000 0,5284 0,5060 0,8024 0,9977 54,3904
130,0000 90,0000 62,0000 0,5102 0,5016 0,7854 0,9977 . 550984,
130,0000 90,0000 62,0000 0,4933 0,5060 0,7675 0,9977 B 54,914&
130,0000 90,0000 53,0000 0,4702 0,5082 0,7343 0,9977 52,1805
130,0000 90,0000 53,0000 0,4772 0,5010 0,7421 0,9977 53,0933
130,0000 90,0000 53,0000 0,4948 0,5058 0,7681 0,9977 54,2582
P: peso
Tabla 18, Peso de la bolsa de filtracion Ankom K - F 57 en blanco.
Peso de bolsa blanco FDA
P inicial (g) P final () P correccion (C,)
04725 04714 0,9977
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Anexo 03.2.1: ANOVA factorial — Fibra detergente icida (FDA) para el método
de expansion por explosiéon
Variable dependiente: FDA

Factores:

Presion.
Peso de la fibra.
Humedad.

Numero de casos completos: 24

Tabla 19. ANOVA factorial de FDA en el método de expansion por explosion.

FDA
Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 32,994 7 4,713 13,196 0,000
Intra-grupos 5,715 16 0,357
Total 38,709 23

Tabla 20, Prueba de los efectos inter - sujetos en funcién a la variable de FDA

Variable dependiente: FDA

en el método de expansion por explosion.

Suma de cuadrados
Origen gl Media cuadratica F Sig.
tipo III
Modelo corregido 32,994° 7 4,713 13,196 0,000
Interseccion 69900,487 1 69900,487 195702,179 0,000
Pres 11,387 1 11,387 31,881 0,000
Pes 10,661 1 10,661 29,849 0,000
Hum 9,154 1 9,154 25,630 0,000
Pres * Pes 0,033 1 0,033 0,092 0,766
Pres* Hum 0,004 1 0,004 0,011 0,917
Pes* Hum 0,443 1 0,443 1,240 0,282
Pres* Pes * Hum 1,312 1 1,312 3,672 0,073
Error 5,715 16 0,357
Total 69939,196 24
Total corregida 38,709 23

a. R cuadrado =852 (R cuadrado corregida = ,788)

Donde: Pres: presion, Pes: peso, Hum: humedad
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Tabla 21. Comparaciéon de medias en el método de expansién por explosion en

funcion a la variable de FDA.

HSD de Tukey"
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3
6,00 3 52,1167
2,00 3 52,9789 52,9789
8,00 3 53,1800 53,1800
5,00 3 53,1820 53,1820
7,00 3 54,6371 54,6371
1,00 3 54,9274
4,00 3 55,1250
3,00 3 55,5950
Sig. 0,409 0,056 0,532

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

Anexo 04: Método lignina detergente dcida (LDA):
En este proceso, las muestras provienen del residuo de la digestion de fibra acido
detergente (celulosa y lignina); los que son sometidos a la digestion en la solucion de

acido sulfurico al 72% M¢étodo aplicado (Vilcanqui, 2009).

Materiales, equipos, reactivos.
Materiales
e Agitador vortex.
e Bolsas de filtraciéon de Ankom K - F 57.
¢ Cronometro.
e Desecador.
e Marcador resiste a solventes.
e pH metro.
e Pipeta Sml.

MICAELA BASTIDAS
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Probeta 50 ml.
Vaso precipitado1000 ml.

Equipos

Balanza analitica.
Estufa.
Mufla.

| Reactivos

Acido sulfurico (H,SO4) al 72%.

e Agua
Procedimiento

v' Pesar la bolsa de filtro Ankom K - F 57 (Wo), las que provienen de la
digestion de FDA.

v" Poner en un vaso precipitado de 1000 ml el acido sulfarico H,SO, al 72%.

v" Sumergir las bolsas de Ankom K- F 57 en el 4cido sulftirico al 72% hasta que
sea recubierta completamente por un periodo de tiempo de 3 horas.

v' Las bolsas deben de estar completamente secos a una temperatura ambiente
antes de afiadir el 4cido concentrado. Si la humedad estd presente en las
bolsas, el calor generado por la reaccion H,SO, y H,0 afectara negativamente
a los resultados.

v' Agite las bolsas al comienzo y al menos por intervalos de 30 minutos
empujando suavemente de arriba hacia abajo unas 30 veces.

v" Después de 3 horas sustraer del H,SO,4 para enjuagar con agua a chorreo,
hasta obtener un pH neutro.

v’ Secar en la estufa durante 4 horas a una temperatura de 102 + 2 °C hasta que
la muestra este seca por completa.

v’ Pesar la muestra seca (W;), luego llevar a la mufla durante 3 horas a una
temperatura de 525°C.

v’ Pesar la muestra (W) después del proceso de calcinacion (ignicion).
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L
LDA = gx(l 00)

L= Wy + Wp) — (W, + W)
Donde:

Wi Es el peso después del secado (lignina + ceniza).
W,: Es el peso después del proceso de ignicion (ceniza).
Wo: Es peso de la bolsa de filtracion Ankom K - F 57.

S: Peso de la muestra.
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Anexo 04.1: Resultados de LDA por el método hidrotérmico

Tabla 22. Resultados de LDA en el método hidrotermico.

Combinaciones S Wo W, W,
Pbolsa | P pinigial | .o . . :

Temp.eratura Tiempo | Relacion | P muestra l;ucx.al inicial bolsa Lignina+ceniza | Pcrisol | P crisol+ceniza Ceniza(g) | LDA (%)

0 ® |@:H0)| (9 | Higne- | bolsa | B @ ® ®
ceniza (@) | (@)

%0 15 1:2 0,5019 0,4677 0,4489 0,4465 0,0212 32,4872 32,4891 0,0019 3,8404
90 15 1:2 0,5024 0,4801 0,4635 04610 0,0191 31,9424 31,9435 0,0011 3,5733
90 15 1:2 0,5041 0,4652 0,4505 0,4481 0,0171 37,7879 37,7886 0,0007 3,2501
90 15 1:1 0,5042 0,4800 0,4721 0,4696 0,0104 32,409 32,4097 0,0007 1,9234
90 15 1:1 0,5019 04518 0,4379 0,4356 0,0162 46,1512 46,1534 0,0022 2,7928
90 15 1:1 0,5032 0,4827 0,4663 0,4638 0,0189 32,4853 32,4876 0,0023 3,2924
90 10 1:2 0,5036 0,4595 0,4477 0,4453 0,0142 31,9405 31,9413 0,0008 2,6546
90 10 1:2 0,5027 0,4650 0,4558 04534 0,0116 37,7831 37,7834 0,0003 2,2502
90 10 1:2 0,5027 0,5488 0,5385 0,5357 0,0131 32,4064 32,4083 0,0019 2,2378
90 10 1:1 0,5014 0,4788 0,4594 0,4570 0,0218 46,1491 46,1508 0,0017 4,0149
90 10 11 0,5035 0,4856 0,4639 0,4614 0,0242 32,4871 32,4905 0,0034 4,1231
90 10 1:1 0,5009 0,5045 0,4827 0,4801 0,0243 33,3935 33,3966 0,0031 4,2421
80 15 1:2 0,5006 0,4969 0,4731 0,4706 0,0263 37,7866 37,7877 0,0011 5,0259
80 15 1:2 0,5030 0,5035 0,4728 0,4703 0,0332 32,407 32,4103 0,0033 5,9508
80 15 12 0,5021 0,4884 0,4553 0,4529 0,0355 46,1514 46,1535 0,0021 6,6463
80 15 1:1 0,5003 0,4609 0,4548 0,4524 0,0085 32,4872 32,4891 0,0019 1,3125
80 15 111 0,5026 0,4725 0,4615 0,4591 0,0134 33,3941 33,395 0,0009 2,4903
80 15 111 0,5008 0,5083 0,4951 0,4925 0,0158 37,7845 37,7849 0,0004 3,0697
80 10 1:2 0,5047 0,4759 0,4534 0,4510 0,0249 32,4073 32,4084 0,0011 47194
80 10 1:2 0,5022 0,4652 0,4453 0,4429 0,0222 46,1512 46,1528 0,0016 4,1076
80 10 1:2 0,5043 0,4537 0,4323 0,4300 0,0237 32,4906 32,4922 0,0016 4,3798
80 10 1:1 0,5030 0,4756 0,4568 0,4544 0,0212 33,3963 33,3976 0,0013 3,959
80 10 1:1 0,5042 0,4777 0,4608 0,4584 0,0193 37,7867 37,7881 0,0014 3,5577
80 10 111 0,5016 0,4884 0,4721 0,4696 0,0188 32,4099 324116 0,0017 3,4087

MICAELA BASTIDAS
o

*P: peso, F: fibra
Tabla 23. Peso de la bolsa de filtracion Ankom K - F 57 en blanco.

Peso de bolsa blanco LDA
P inicial (g) P final (g) P correceion(C,)
0,4725 0,4700 0,9947
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Anexo 04.1.1: ANOVA factorial — Lignina detergente 4cida (LDA) para el
método hidrotérmico

Variable dependiente: LDA

Factores: Temperatura.

Tiempo.

WICAELA BASTIDAS
—

Relacion fibra de Agave /agua (F: H>O).
Numero de casos completos: 24

Tabla 24. ANOVA factorial de LDA en el método hidrotermico.

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 30,483 7 4,355 15,319 0,000
Intra-grupos 4,548 16 0,284
Total 35,031 23

Tabla 25. Pruebas de los efectos inter — sujetos en funcion a la variable LDA en

Variable dependiente: LDA

el método hidretermico.

Suma de cuadrados
Origen . gl Media cuadratica F Sig.
tipo 11
Modelo corregido 30,483° 7 4,355 15,319 0,000
Interseccion 314,096 1 314,096 1104,899 0,000
Temp 4,535 1 4,535 15,955 0,001
Tiem 0,010 1 0,010 0,035 0,854
Rel 4,549 1 4,549 16,003 0,001
Temp * Tiem 0,061 1 0,061 0,216 0,649
Temp * Rel 10,158 1 10,158 35,732 0,000
Tiem * Rel 11,155 1 11,155 39,241 0,000
Temp* Tiem * Rel 0,014 1 0,014 0,049 0,828
Error 4,548 16 0,284
Total 349,127 24
Total corregida 35,031 23

a. R cuadrado = ,870 (R cuadrado corregida = ,813)

Donde: Temp: temperatura, Tiem: tiempo, Rel: relaciéon
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Tabla 26. Comparacion de medias en el método hidrotérmico en funcién a la
variable de LDA.

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3 4
6,00 3 2,2908
3,00 3 2,3809
2,00 3 2,6695 2,6695
1,00 3 3,5546 3,5546 3,5546
8,00 3 3,6420 3,6420 3,6420
4,00 3 4,1267 4,1267
7,00 3 4,4023 4,4023
5,00 3 5,8743
Sig. 0,096 0,062 0,542 0,058

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

MICAELA BASTIDAS
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Anexo 04.2: Resultados de LDA por el método de expansién por explosion.

Tabla 27. Resultados de LDA en el método de expansién por explosion.

Combinaciones W W, W,
iy P P bolsa inicial L P inicial . 4
PZ;Z;‘)’“ F:';)“ H“:‘,’Z;"d mu(gtra c‘;hn%) foi’slfzagl) coﬂt:;z; © g;iﬁ;‘“(:) Parisol | 5 | Ceniza | LDAGS)
110 | 110 62 0,5039 0,5429 0,4762 0,4737 00692 | 32,4103 | 32,4133 | 0,003 | 13,1414
110 | 110 62 0,5032 0,5297 0,4695 0,4670 00627 | 37,7862 | 37,7880 | 0,002 | 12,0994
10 | 110 62 0,5033 0,5516 0,4829 0,4803 00713 | 32,4894 | 32,4944 | 0,005 | 13,1641
110 | 110 53 0,5051 0,5199 04721 0,4696 0,0503 | 33,3957 | 33,3981 | 0,002 | 94829
10 | 110 53 0,5067 0,5552 0,5107 0,5080 00472 | 46,1516 | 46,1574 | 0,006 | 8,1709
110 | 110 53 0,5082 0,5596 0,5082 0,5055 00541 | 32,4894 | 32,4944 | 0,005 | 9,659
110 | 9 62 0,5016 0,5877 0,5021 0,4994 00883 | 33,3957 | 33,3998 | 0,004 | 16,7776
110 | 90 62 0,5050 0,5838 0,4875 0,4849 0,0989 | 37,7862 | 37,7910 | 0,005 | 18,629
110 | 90 62 0,5077 0,5967 0,509 0,5063 0,0904 | 32,4103 | 32,4139 | 0,004 | 17,0954
10 | 9% 53 0,5018 0,5919 0,4937 0,4911 0,1008 | 32,4894 | 324927 | 0,003 | 19,4325
110 | % 53 0,5052 0,5726 0,4841 0,4815 00911 | 37,7862 | 37,7866 | 4E-04 | 17,9456
110 | 90 53 0,5059 0,5609 0,4703 0,4678 00931 | 33,3957 | 33,3985 | 0,003 | 17,8471
130 | 110 62 0,5076 0,5304 0,4859 0,4833 00471 | 32,4103 | 32,4129 | 0,003 | 87610
130 | 110 62 0,5044 0,554 0,5118 0,5091 00449 | 32,4894 | 32,4930 | 0,004 | 8,1895
130 | 110 62 0,5067 0,4986 0,4579 0,4555 00431 | 33,3957 | 33,3967 | 0,001 | 83132
130 | 110 53 0,5004 0,474 0,4671 0,4646 00094 | 37,7862 | 37,7890 | 0,003 | 13132
130 ] 110 53 0,5046 0,4926 0,4884 0,4858 0,0068 | 32,4103 | 32,4111 | 8E-04 | 1,1859
130 | 110 53 0,5064 0,5077 0,502 0,4993 00084 | 32,4894 | 32,4917 | 0,002 | 1,1959
130 | 90 62 0,5060 0,5375 0,5284 0,5256 00119 | 33,3957 | 33,3967 | 0,001 | 2,1533
130 | 90 62 0,5016 0,5184 0,5102 0,5075 00109 | 37,7862 | 37,7866 | 4E-04 | 2,0932
130 | 90 62 0,5060 0,5031 0,4933 0,4907 0,0124 | 32,4103 | 32,4117 | 0,001 | 2,1759
130 | 90 53 0,5082 0,4863 0,4702 0,4677 00186 | 32,4894 | 32,4929 | 0,003 | 2,9689
130 | 90 53 0,5010 0,4879 04772 04747 00132 | 33,3957 | 33,3981 | 0,002 | 2,1607
130 | 90 53 0,5058 0,5042 0,4948 0,4922 0,0120 | 37,7862 | 37,7900 | 0,004 | 1,6248
*P: peso

Tabla 28. Peso de la bolsa de filtracion Ankom K- F 57 en blanco.

Peso de bolsa blanco LDA
P inicial (g) P final (g) P correccion (C,)
0,4725 0,4700 0,5947
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Anexo 04.2.1: ANOVA factorial — Lignina detergente dcida (LDA) para el
método de expansién por explosion
Variable dependiente: LDA
Factores: Presion.
Peso de la fibra.
Humedad.
Numero de casos completos: 24

Tabla 29. ANOVA factorial de LDA en el método de expansion por explosion.

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 985,551 7 140,793 335,601 0,000
Intra-grupos 6,712 16 0,420
Total 992,263 23

Tabla 30. Pruebas de los efectos inter — sujetos en funcion a la variable LDA en
el método de expansién por explosion.

Variable dependiente: LDA

Suma de cuadrados
Origen gl Media cuadrética F Sig.
tipo IIT
Modelo corregido 985,551° 7 140,793 335,601 0,000
Interseccién 1936,473 1 1936,473 4615,874 0,000
Pres 718,434 1 718,434 1712,496 0,000
Pes 28,662 1 28,662 68,321 0,000
Hum 36,521 1 36,521 87,053 0,000
Pres * Pes 139,161 1 139,161 331,712 0,000
Pres * Hum 6,899 1 6,899 16,445 0,001
Pes * Hum 53,148 1 53,148 126,687 0,000
Pres * Pes* Hum 2,725 1 2,725 6,494 0,021
Error 6,712 16 0,420
Total 2928,736 24
Total corregida 992,263 23

R cuadrado =,993 (R cuadrado corregida = ,990)

Dénde: Pres: presién, Pes: peso, Hum: humedad

WICAELA BASTIDAS
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Tabla 31. Comparacién de medias en el método de expansién por explosion en funcion
a la variable de LDA.

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa =0.05
Tratamiento N
1 2 3 4
6,00 3 1,2317
7,00 3 2,1408
8,00 3 2,2515
5,00 ' 3 8,4212
2,00 3 9,1044
1,00 3 12,8016
3,00 3 17,5009
4,00 3 18,4084
Sig. 0,553 0,889 1,000 0,678

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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Anexo 05: Resultados de la celulosa y hemicelulosa después del tratamiento

hidrotérmico.

Tabla 32. Resultados de la celulosa y hemicelulosa en el tratamiento

hidrotermico.
Combinaciones
Temperatura Tiempo Relacién
°C) (g) (F:H,0) | Celulosa | Hemicelulosa

90 15 1:2 46,4773712 17,1737081
% 15 1:2 44,7306263 22,9057568
90 15 1:2 48,6540736 23,0252727
90 15 1:1 51,8050744 16,9503061
90 15 1:1 48,2372023 19,985855
90 15 1:1 48,8907731 18,4571648
90 10 1:2 49,2401671 15,8453286
90 10 1:2 51,273022 14,6564111
90 10 1:2 49,7721194 15,5662458
90 10 1:1 44,363545 18,1767855
90 10 1:1 45,3863516 15,6864414
90 10 1:1 473098432 15,6061456
80 15 1:2 47,9108201 0,0907022
80 15 1:2 48,7610855 1,101906

80 15 1:2 47,1596763 1,07928202
80 15 1:1 49,1689788 9,63931996
80 15 11 49,9717602 4,57915764
80 15 11 48318558 741574101
20 10 12 46,034594 2,11454301
80 10 1:2 453222342 3,79610735
80 10 1:2 45,195144 3,11196231
80 10 1 44,3830057 0,71248729
80 10 11 453261933 0,875525

80 10 1:1 45,2971486 0,72422213

Donde: F: fibra de Agave

MICAELA BASTIDAS

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



Tabla 33. Comparacion de medias de la celulosa en método hidrotermico.

HSD de Tukey"
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3
8,00 3 45,0021
7,00 3 45,5173
4,00 45,6866 45,6866
1,00 46,6207 46,6207 46,6207
5,00 47,9439 47,9439 47,9439
6,00 49,1531 49,1531
2,00 3 49,6444
3,00 3 50,0951
Sig. 0,146 0,059 0,058

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamaifio muestral de la media armonica = 3,000.

Tabla 34. Comparacién de medias de hemicelulosa en método hidrotermico.

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3 4
5,00 3 0,7573
8,00 3 0,7707
7,00 3 3,0075 3,0075
6,00 3 72114
3,00 3 15,3560
4,00 3 16,4898 16,4898
2,00 3 18,4645 18,4645
1,00 3 21,0349
Sig. 0,740 0,115 0,389 0,074

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

MICAELA BASTIDAS
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Anexo 06: Resultados de la celulosa y hemicelulosa después del tratamiento de

expansion por explosion.

Tabla 35. Resultados de la celulosa y hemicelulosa en el tratamiento de

expansion por explosion.

Combinaciones
Presion | Fibra | Humedad | % Celulosa | % Hemicelulosa
(Psi) (® (%)
110,0000 110,0000 62,0000 42,1688901 0,68505267
110,0000 110,0000 62,0000 43,1456456 0,4987862
110,0000 110,0000 62,0000 41,0628224 0,32088438
110,0000 110,0000 53,0000 43,8925332 1,72563104
110,0000 110,0000 53,0000 44,54052 1,9503596
110,0000 110,0000 53,0000 43,1905199 1,89773793
110,0000 90,0000 62,0000 38,7783685 0,45640746
110,0000 90,0000 62,0000 36,5456546 0,83522123
110,0000 90,0000 62,0000 38,9584108 0,77954677
110,0000 90,0000 53,0000 35,93806 3,6165336
110,0000 90,0000 53,0000 37,8791824 2,98344768
110,0000 90,0000 53,0000 36,3325793 3,84984111
130,0000 110,0000 62,0000 44,5745265 3,76116666
130,0000 110,0000 62,0000 44,485241 3,64480053
130,0000 110,0000 62,0000 45,2226681 2,94282213
130,0000 110,0000 53,0000 50,7825739 1,09064171
130,0000 110,0000 53,0000 50,9419122 1,04569325
130,0000 110,0000 53,0000 50,9306068 1,16860941
130,0000 90,0000 62,0000 52,2399941 0,73654906
130,0000 90,0000 62,0000 53,0080336 0,13510943
130,0000 90,0000 62,0000 52,2407847 0,76455882
130,0000 90,0000 53,0000 49,2142493 1,86869743
130,0000 90,0000 53,0000 50,9353441 1,48142018
130,0000 90,0000 53,0000 52,6362052 1,40681769

WICAELA BASTIDAS
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Tabla 36. Comparacion de medias de celulosa en el método de expansiéon por
explosion.

HSD de Tukey*
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3
4,00 3 36,7166
3,00 3 38,0942
1,00 3 42,1258
2,00 3 43,8745
5,00 3 44,7608
6,00 3 50,8850
8,00 3 50,9286
7,00 3 52,4963
Sig. 0,676 0,069 0,504

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamatfio muestral de la media arménica = 3,000.

Tabla 37. Comparacién de medias de hemicelulosa en el método de expansiéon por explosion.

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3

1,00 3 0.5016

7,00 3 0,5454

3,00 3 0,6904

6,00 3 1,1016 1,1016

8,00 3 . 1,5856

2,00 3 1,8579

5,00 3 3,4496
4,00 3 3,4832
Sig. 0,253 0,084 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arméntca = 3,000.
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Anexo 07: Determinacion de aziicares reductores (AR)
Meétodo DNS descrito por (Miller 1959, Ghose 1987, Alarcon 2010, Dutta 2008)

Materiales, equipos, reactivos.
Materiales

e Bagueta.

e Fidla 25, 50 ml

e Gradilla.

e Pipetade 5, 10 mL

e Termoémetro.

e Tubo de ensayo 15 ml.
Equipo

e Balanza analitica.

e Bafio maria.

e Espectrofotometro UV,
Reactivo

e 3,5 acido dinitrosalicilico.

e Acido clorhidrico (0,1 N HCY).

e Agua destilada.

e Fenol.

e Fenolftaleina.

e Glucosa anhidra.

e Hidréxido de sodio (NaOH).

¢ Na bisulfito.

e Sal de rochelle (tartrato de sodio, potasio).

Preparacion de la solucién acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)
Para la preparacion de la solucion de DNS se utilizd el método descrito por
(Ghose 1987, Dutta 2008), esta solucion DNS se debe almacenar en una botella

marrdn o color ambar, y conservar a 4°C en un refrigerador.

MICAELA BASTIDAS
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Reactivo DNS

Mezclar
- Agua destilada 1416 ml.
- 3,5- acido dinitrosalicilico 10,6 g.
- NaOH 19,8 g.

Disolver lo anterior y luego agregar

- Sal de Rochelle (Na-K Tartrato) 306 g.
- Fenol (derretir a 50°C) 7,6 ml (8.132g).
- Bisulfito/ sodio 83¢g

Verificacién del reactivo DNS
- Tomar 3mL del reactivo DNS anteriormente preparado.
- Agregue 2 gotas de fenolftaleina.
- Titule con HC10.1 N.
- Deberia tomar de 5 — 6 ml HCL

Procedimiento de la cuantificacion de los aziicares reductores

Colocar 0.5 ml de muestra en un tubo de ensayo de 15 ml y luego afiadir 3 ml de
reactivo de DNS agitar con un vortex. Las mezclas se colocan en un bafio isotérmico
durante 15 minutos a temperatura de ebullicién (100°C); una vez que cumpla el
tiempo indicado enfriar en un bafio de agua fria o hielo hasta llegar a la temperatura
ambiente, posteriormente se afiade 10 ml de agua destilada la cual se diluye y
homogeniza con un vortex, luego leer la absorbancia en un espectrofotometro UV a
una longitud de onda de 540 nm contra un blanco, el blanco contiene 0.5 ml de agua
destilada en vez de la muestra y 3ml de DNS (Miller 1959, Ghose 1987, Alarcén
2010, Dutta 2008).

La cuantificacion de los azucares reductores en el presente proyecto de
investigacion fue calculada usando la formula descrita por (Hernandez et al., 2009)

como se ve descrito en la siguiente ecuacion.

y= &V

* 100
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Donde C es la concentracion de aziicar reductor (g/L), V es el volumen total de
la fase liquida (L) y W es el peso seco del material lignoceluldsico correspondiente
(8)y Y esla produccion de los azicares expresados en porcentajes de azicares en el

Peso seco.

Curva estindar de glucosa

La preparacion de la curva estandar de glucosa se enmarca en un rango de 0.2-
5.0 mg de glucosa por ml o por 0.5 ml las que son apropiadas (Ghose, 1987), las que
se detallan en la figura 01.

Pesar 0.2 g de Glucosa anhidrida

Colocar en una fiola de 100 ml y enrasar con agua destilada
previamente hervida y fria

I

Tomar alicuotas de 7, 9, 11, 14.5 y 22 ml
Colocar en fiolas de 25 ml y enrasar con agua destilada

Colocar en un tubo de prueba 0.5 ml de la solucion de glucosa
(Un tubo para cada solucién del pasé anterior + un blanco)

\ 4
Agregar 3 ml de la solucién de DNS

A

Calentar en bafio maria en ebulliciéon durante 15 min

Y

Agregar 10 ml de agua destilada
Y mezclar bien

Enfrar a temperatura ambiente en bafio de agua fria

Leer Absorbancia a 540 nm

Figura 01: Procedimiento de la curva estandar.
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Calculo de 1a concentracion de glucosa en 25 ml de solucion (0.2g/100ml)

Cr*Vi= C*V,
0.002g/ml*11mi= C,*25ml
C,=0.000881g/ml

Cr*Vi= Cr*V,
0.002g/mlI*14.5ml= C,*25ml
C;=0.001161g/ml

C1*V= C1*V,
0.002g/m!*7ml= C,*25ml
C,=0.00056g/ml

C1*Vy= C;*V,
0.002g/m1*9ml= C,*25ml
C,=0.000721g/ml

Ci*Vi= C1*V,
0.002g/m1*22ml= C,*25ml
C,=0.001763g/ml

Tabla 38. Diluciones de glucosa para la formacién de la curva patrén.

Alicuotas Glucosa Alicuota agua | Agua afiadida | Agua total Concentracion
(m1) ® (ml) (ml) (ml) (g/mi) @L)
7 0,014 6,986 18 24,986 0,00056 0,56
9 0,018 8,982 16 24,982 0,000721 0,721
11 0,022 10,972 14 24,978 0,000881 0,881
14,5 0,036 14,471 10,5 24,971 0,001161 1,161
2 0,044 21,956 3 24,956 0,001763 1,763

Se elabor6 una curva patron donde se grafico en el eje de las abscisas (eje “x™); el
promedio de la absorbancia determinada a 540 nm y en el eje de las ordenadas (eje
“y”) el promedio de la concentracién de glucosa se determind en (g/L) en una
ecuacion lineal recta que relaciona a los parametros:

y=mx+b

Donde “y” representa la absorbancia que se determiné a 540 nm, “x” representa la
concentracion de glucosa que se determina en g/L, “m” representa la pendiente de la
linea recta y “b” la intercesion del origen en la tabla 39 se muestra la lectura de las de

las distintas concentraciones a 540 nm de abs.
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Tabla 39. Lectura de las alicuotas a 540 nm de Abs en las distintas

concentraciones.
Alicuotas Lectura (1) Lectura (2) | Promedio Abs
(ml) 540 (nm) Abs | 540 (nm) Abs 540 (nm)
7 0,43 0,438 0,434
9 0,547 0,558 0,5525
11 0,683 0,694 0,6885
14,5 0,891 0,89 0,8905
2 1,311 1,303 1,307

La curva patron de glucosa se muestra en la figura 02 con la que se determind la

cantidad de azucares por el método DNS

Curva patron de glucosa

y=0,725x + 0,036
R?= 0,998

—&-—curva patron de glucosa

Lineal (curva patron de
glucosa)

1S
c
(o]
<
L)
.
o
je
©
>
S
o]
n
a
<L

Concentracion de glucosa (g/l)

Figura 02. Curva patron de glucosa.
Ecuacion de regresion de la curva patron de glucosa

y=0.725x+0.036 y su R*> = 0.998

Anexo 07.1: Resultados de los aziacares reductores (AR) en el método

hidrotérmico.
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Tabla 40. Resultado de los aziicares reductores (AR) en el método hidrotérmico.

Combinacién Abaorancia o — V;:-hf::on m(":n""' Comersldn | Poo | % AR 3?;::: s pare | AR (@)
@L)AR | (gL)AR | NAGH (mb un litro
Minutos | H,S0,(%) | Temperatura®C 1";’“&“",\‘,‘) 0,725;:0,035 2 30 w ® 33,33

30 2 121 1,911 2,5862 5,1724 6.4 36,4 0,0364 t 18,8276 6,2752
30 2 121 1,888 2,5490 50979 59 359 0,0359 1| 183016 6,099
0 2 121 1911 2,5862 51724 66 366 0,0366 1| 189310 6,3097
30 4 121 217 2,9434 58869 129 429 0,0429 1| 252548 84174
30 4 121 2,141 2,9034 5,8069 13 43 0,043 H 24,9697 8,3224
30 4 121 2,104 2,8524 5,7048 12,4 424 0,0424 1 24,1885 8,0620
30 8 121 1,793 2,4234 4,8469 26,7 56,7 0,0567 1 27,4819 9,1597
30 8 121 1,785 24124 4,8248 26,3 56,3 0,0563 1 27,1638 9,0537
30 8 21 1,901 2,574 5,1448 262 56,2 0,0562 1| 289139 9,6370
0 2 121 2,304 3,1283 6,2566 59 35,9 0,0359 1| 224610 7,4863
60 2 121 2,341 3,1793 6,3586 6 36 0,036 1 22,8910 7,6296
60 2 121 2,301 3,1241 6,2483 6,2 36,2 0,0362 1 22,6188 7,5388
0 4 121 228 3,0952 6,1503 122 422 0,0422 1| 261233 8,7069
60 4 121 2,185 2,9641 5,9283 11,5 41,5 0,0415 1 24,6023 8,2000
0 4 121 2,144 2.9076 58152 13 3 0,043 1| 250052 83342
60 8 121 1,789 2,4179 4,8359 249 549 0,0549 1 26,5489 8,8487
60 8 121 1,883 2,5476 5,0952 246 546 0,0546 1| 27,819 92723
60 8 121 1,835 2,4814 4,9628 26,9 56,9 0,0569 1 28,2381 9,4118
9% 2 121 2,426 3,2966 6,5931 6,7 36,7 0,0367 1 24,1967 8,0648
90 2 121 2,336 31724 63448 71 1 0,0371 1| 23,5398 78457
90 2 121 2,455 3,3366 6,6731 6,9 36,9 0,0369 1 24,6238 8,2071
90 4 121 2,24 3,0400 6,0800 12,1 42,1 0,0421 1 25,5968 8,5314
90 4 121 2,259 3,0662 6,1324 11,6 41,6 0,0416 1 25,5108 8,5028
% 4 121 2,209 2,9972 5,9945 0o e 0,0419 1| 251169 83715
%0 8 121 1,613 2,1752 4,3503 29 59 0,059 1 25,6670 8,5548
% 8 121 L 2,3931 4,7862 286 586 0,0586 1| 280472 93481
%0 8 121 1,607 2,1669 43338 2 62 0,062 1| 268695 89556
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Anexo 07.1.1: ANOVA factorial — Azicar reductor (AR) para el método

hidrotérmico

Variable dependiente: AR

Factores:

Tiempo

Concentracion

Numero de casos completos: 27

Tabla 41. ANOVA factorial de los AR en el método hidrotermico.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 21,345 8 2,668 47,927 0,000
Intra-grupos 1,002 18 0,056
Total 22,347 26

Tabla 42. Pruebas de los efectos inter — sujetos en funcién a la variable de AR para

el método hidrotermico.

Suma de cuadrados
Origen gl Media cuadratica F Sig.
tipo 11T
Modelo corregido 21,345° 8 2,668 47,927 0,000
Interseccién 1844,250 1 1844,250 33127,999 0,000
Tiemp 1,596 2 0,798 14,336 0,000
Concent 15,841 2 7.920 142,274 0,000
Tiemp* Concent 3,908 4 0,977 17,549 0,000
Error 1,002 18 0,056
Total 1866,597 27
Total corregida 22,347 26

a. R cuadrado = ,955 (R cuadrado corregida = ,935)

Donde: Tiemp: tiempo, Concent: concentracion
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Tabla 43. Comparacion de medias en el método hidrotérmico funcion a la

variable de AR.
HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3 4 5

1,00 3 6,2283
4,00 3 7,5516
7,00 3 8,0392 8,0392
2,00 3 8,2673
5,00 3 8,4137 8,4137
8,00 3 8,4685 8,4685;
9,00 3 8,9529 8,9529
6,00 3 9,1776
3,00 3 9,2835
Sig. 1,000 0,280 0,429 0,183 0,730

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Anexo 07.2: Resultados de los aziicares reductores (AR) del método de expansién

por explosion :

WICAELA BASTIDAS
—
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Tabla 44. Resultados de los AR en el método de expansién por explosion.

Volumen
S Absorbancias | Ecuscién | Factor de Dilucién | .. | Peso | Sebemos que
| Combinicén Sioum | foeal | diuci ﬁ(ﬁ‘!’i" | Comemon | o | @RS | B3a | ARG
qupo Conoentracion | Temperatura dilucién 1/1 Y= E 2 10 © @ 3333
Mististos |- ) °C [\ZA)) 0,725X+0,036
30 2 121 2,179 2,9559 59117 6,6 36,6 0,0366 1 21,6369 7,21158
30 2 121 2,142 2,9048 5,8097 6,7 36,7 0,0367 1 21,3214 7,10643
30 2 121 2,144 2,9076 58152 6,3 36,3 0,0363 1 21,1091 7,03565
30 4 121 2,227 3,0221 6,0441 . 10,7 40,7 0,0407 1 24,5996 8,19906
30 4 121 2,294 3,1145 6,2290 11,1 41,1 0,0411 1 25,6010 8,53283
30 4 121 2,328 3,1614 6,3228 122 422 0,0422 1 26,6820 8,89312
30 8 121 1,955 2,6469 5,2938 23 53 0,053 1 28,0571 935143
30 8 121 1,993 2,6993 5,3986 244 54,4 0,0544 1 29,3685 9,78852
30 8 121 1.9 2,5710 5,1421 23,1 53,1 0,0531 1 27,3044 9,10055
60 ) 121 2,349 3,1903 6,3807 6.2 36,2 0,0362 1 23,0981 7.69860
60 2 121 2,365 32124 6,4248 5.1 351 00351 1 22,5511 751630
60 2 121 2,382 3,2359 6,4717 6,5 36,5 0,0365 1 23,6218 7,87314
60 4 121 2,231 30276 6,0552 128 428 0,0428 1 25,9161 8,63785
60 4 121 2,242 3,0428 6,0855 12,4 42,4 0,0424 1 25,8026 8,60000
60 4 121 2,253 3,0579 6,1159 12 42 0,042 1 25,6866 8,56135
60 121 1,923 2,6028 5,2055 233 53,3 0,0533 1 27,7454 9,24754
60 121 1,934 2,6179 5,2359 23,1 53,1 0,0531 1 27,8024 9,26655
60 121 1,902 2,5738 5,1476 236 536 0,0536 ] 27,5911 9,19610
0 2 121 2,397 3,2566 6,513 56 35,6 0,0356 1 23,1866 7,72811
90 2 121 2,401 3,2621 6,5241 6,6 36,6 0,0366 1 23,8783 7,95865
% 2 121 2,439 33145 66290 57 357 0,0357 1 23,6654 7,88768
90 4 121 2,289 3,1076 6,2152 11,7 41,7 0,0417 1 259173 8,63823
%0 4 121 2,282 3,0979 6,1959 12,2 422 0,0422 1 26,1465 8,71464
90 4 121 2,241 3,0414 6,0828 12 42 0,042 1 25,5476 8,51501
90 121 1,905 2,5779 5,1559 241 54,1 0,0541 1 27,8932 9,29681
90 121 1,924 2,6041 5,2083 23,6 536 0,0536 1 27,9164 9,30452
9% 121 1,899 2,5697 5,1393 233 533 0,0533 1 27,3925 9,12993
125
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Anexo 07.2.1: ANOVA factorial — Azicar reductor (AR) para el método de
expansion por explosion.
Variable dependiente: AR
Factores: Tiempo.
Concentracién.

Numero de casos completos: 27

Tabla 45. ANOVA factorial de los AR en el método de expansiéon por

explosion
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 14,768 8 1,846 52,245 0,000
Intra-grupos 0,636 18 0,035
Total 15,404 26

Tabla 46. Pruebas de los efectos inter-sujetos en funcion a la variable de AR en el
método de expansién por expansion.

Suma de
Origen gl Media cuadratica | F Sig.
cuadrados tipo I
Modelo corregido 14,768" 8 1,846 52,245 0,000
Interseccion 1942,093 1 1942,093 54966,490 0,000
Tiemp 0,224 2 0,112 3,172 0,066
Concent 13,789 2 6,894 195,127 0,000
Tiemp * Concent 0,755 4 0,189 5,342 0,005
Error 0,636 18 0,035
Total 1957,497 27
Total corregida 15,404 26

a. R cuadrado = ,959 (R cuadrado corregida = ,940)

Donde: Tiemp: tiempo, Concent: concentracién
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Tabla 47. Comparacion de medias en el método de expansion por explosion
funcion a la variable de AR.

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3 4
1,00 3 7,1179
4,00 3 7,6960
7,00 3 7,8581
2,00 3 8,5417
5,00 3 8,5997
8,00 3 8,6226
6,00 3 9,2367
9,00 3 9,2438
3,00 3 94135
Sig. 1,000 0,974 1,000 0,957

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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Anexo 08: Comparacién de medias en los tratamientos de mayor rendimiento de
azicares reductores durante la hidrolisis dcida en los métodos hidrotérmico y

expansion por explosion.

Tabla 48. Comparacion de medias de los mayores rendimientos de AR en los

métodos hidrotérmicos y expansion por explosion.

HSD de Tukey®
Subconjunto para
Tratamiento N alfa = 0.05
1
3,00 3 8,9510
2,00 3 9,1767
5,00 3 9,2400
6,00 . 3 9,2433
1,00 3 9,2830
4,00 3 9,4100
Sig. 0,392

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homoggéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armodnica = 3,000.
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Anexo 09: Fotografias del estudio de investigaciéon

A

Foto 5. Fibra secada después método I Foto 6. Fibra seca para el método II
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Foto7. Molienda Foto 8. Muestra de ambos métodos

Foto 9. Extraccion por método IL  Foto 10. Secado después del método I1

Foto 11. Lignina detergente acida Foto 12. Hidrolisis
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Foto 17. Muestra para determinar AR Foto 18. Determinacion de AR
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