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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo determinar las concentraciones de
enzimas celulasa y f-glucosidasa para la obtencion de aziicares fermentables a
partir de la cascarilla de arroz. Donde, para el acondicionamiento del material
lignoceluldsico como etapa previa al hidrolizado, se someti6 la cascarilla de arroz a
un pretratamiento térmico — alcalino, con NaOH al 8% por 85 min y a una
temperatura de 121°C, con el fin de disminuir su concentraciéon de lignina.
Resultado de este proceso se obtuvo la cascarilla de arroz pretratada, con una
remocion de lignina del 66.55% de la concentracion inicial.

Para la etapa de hidrolisis enzimatica, los tratamientos de la investigacion han sido
planteados utilizando un Disefio Compuesto Central Rotable, donde el primer
factor corresponde a la concentracion de enzima celulasa (1 - 5%), y el segundo a
la concentracién de enzima B-glucosidasa (0.2 — 0.6%), ambas enzimas actuando
de manera simultanea en cada medio de reaccion; teniendo asi un total de 12
tratamientos con 4 puntos centrales. Todos los experimentos se realizaron con un
tiempo de hidrélisis de 48 horas. Al final de la hidrélisis se cuantifico azicares
reductores por el método DNS, y mediante un analisis estadistico se determiné la
significancia de cada factor y su efecto en la formacién de producto, ademas de la
optimizacién de las concentraciones optimas de enzimas en: Celulasa 5% y B-
glucosidasa 0.2%. A partir de las concentraciones de enzimas Optimas se procedio
a realizar un nuevo ensayo, donde se cuantificé aziicares reductores en 17.146 g/L.
La caracterizacion de aziicares fermentables mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), permitioé cuantificar rendimientos de 8.99g/L para glucosa y
2.83g/L. para xilosa. La actividad enzimatica fue 18.759 U/mg, los pardmetros
cinéticos Ky = 21.103 mg/ml, y baja reactividad, Vmax = 0.0825 g/L*min.
Ademas, se realizo una fermentacién con la cepa Saccharomyces cerevisiae por 8

horas, donde se validaron los resultados de la investigacion obteniendo Bioctanol.



ABSTRACT

The present investigation has as object to determine the enzymes concentrations of
cellulase and B-glucosidase to obtain fermentable sugars from rice husks. Where,
for conditioning the lignocellulosic material as a prelude to the hydrolyzate, rice
bran was subjected to a pretreatment thermic - alkaline with 8% NaOH to a
temperature of 121°C during 85 min, in order to decrease its concentration lignin.
Result of this process was obtained a lignin removal of 66.55% of the initial
concentration.

For the enzymatic hydrolysis stage, the treatments have been propounded using a
Compound Design Central Rotary, where the first factor corresponds to the
concentration of cellulase enzyme (1-5%), and the second to the concentration of
enzyme fS-glucosidase ( 0.2 - 0.6%), both enzymes acting simultaneously in each
reaction medium, with a total of 12 treatments with four center points. All
experiments were performed with a hydrolysis time of 48 hours. At the end of
hydrolysis was quantified the reducing sugar by the DNS method, also by
statistical analysis was determined the significance of each factor and its effect on
product formation, resulting in the optimal concentrations of enzymes: Cellulase
5% B-glucosidase 0.2%. Optimal concentrations of these enzymes were carried out
a new test, where reducing sugars were quantified in 17.146 g/L. The
characterization of fermentable sugars by high resolution liquid chromatography,
allowed quantifying yields 8.99g/L glucose and 2.83g/L. xylose. The enzyme
activity was 9,167 U/mg, kinetic parameters Ky = 10.87 mg/ml, and low
reactivity, Vyax = 0.0825 g/L*min. Furthermore, of the hydrolysis product
obtained with optimum concentrations of enzyme, a fermentation process was
carried out with Saccharomyces cerevisiae for 8 hours, where the results of the

investigation were validated by obtaining bioethanol.
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I. INTRODUCCION

En el mundo se llevan a cabo gran cantidad de estudios para desarrollar la
produccion a gran escala de alcohol a partir de biomasa lignoceluldsica. Los
materiales que mas se han investigado son madera y residuos forestales,
papel reciclado y residuos de la industria papelera, bagazo de cafia, desechos
agricolas (hojas, ramas, hierba, frutas, paja, etc.) asi como residuos solidos
urbanos. Se ha estimado un valor de 6 para la relacion salida/entrada de
energia en el caso de la produccion de etanol a partir de biomasa, es decir, la
relacién entre la energia liberada durante la combustion de alcohol y la
energia necesaria para su produccion considerando todo el ciclo de vida del
producto desde la extraccion de las materias primas y los insumos
requeridos, pasando por su transporte, hasta el proceso de transformacion
hasta bioetanol. Lo anterior hace a esta materia prima muy atractiva, en
especial en paises que no cuentan con la facilidad de producir grandes

cantidades de cafia de azucar.

Las investigaciones estin orientadas a producir etanol a partir de residuos
lignocelulésicos o biomasa lignocelulésica la que estd compuesta
fundamentalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina y otros componentes

como pectina, azucares solubles, vitaminas y minerales. (Cunningham, 1994)



IO. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas de la Cascarilla de Arroz

La agroindustria del arroz se inicia con la cosecha y deshidratacion del arroz
en cascara, para luego ser enviado a las plantas de procesamiento
denominadas «molinos». En este lugar se procede a la limpieza y selecciéon
del producto al granel, luego se le procesa por una serie de equipos que se
encargan, primero, en retirar la cascara y, luego, raspar y cepillar el grano.

En esta ultima etapa se obtiene un subproducto denominado «polvillo de

arrozy».
Tabla 1: Composicion proximal de la cascarilla de arroz.
Componente Unidad Valor promedio
Humedad Residual % Peso 8.88
Material Volatil % Peso 64.70
Cenizas % Peso 13.06
Carbono Fijo % Peso 13.36
Poder Calorifico Bruto Kcal 3650
Kcal 15275
Azufre total (como S) % Peso 0.07
Lignina % Peso 26.6
Celulosa % Peso 38

Fuente: Guevara, Maribel. Caracterizacion y evaluacion de la cascarilla de arroz

como combustible. Bogota: Trabajo de grado, 1995, p. 76
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En el caso particular de nuestro pais, el sector arrocero, genera una gran
produccion de residuos lignoceluldsicos, dentro de los cuales se encuentra la
cascarilla de arroz.

Especificamente la cascarilla de arroz estd compuesta por lignina (15-20%),
celulosa (35-40%) y hemicelulosa (15-20%), por lo que se considera un
sustrato adecuado para la produccion de azicares fermentables vy

posteriormente etanol, dada su disponibilidad y bajo costo.

Cabe resaltar que uno de los elementos que se encuentra en mayor cantidad
en la cascarilla de arroz es la celulosa siendo el principal componente de las
fibras como se observan en la tabla 02, donde se muestra los valores
porcentuales de la celulosa, hemicelulosa y lignina en Colombia y varias
zonas de Canada (Valverde, 2012).

Tabla 2: Propiedades bioquimicas de la cascarilla de arroz en varios lugares
del mundo.

Valores en Porcentaje (%)

Parametros Canada Colombia
Zonal Zona 2 Zona3 Zona 4 Zona 1
Celulosa 29.2 33.47 25.89 33.5 39.05
Hemicelulosa 20.1 21.03 18.1 21.35 27.06
Lignina 20.00 18.80 24360 18.20 22.8

Fuente: Valverde, 2012. Analisis comparativo de las caracteristicas fisicoquimicas

de la cascarilla de arroz.
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Los rangos obtenidos para el analisis quimico a nivel mundial corresponden
a los siguientes: La celulosa 25.89% - 39.05%; hemicelulosa 18.10% -

27.06% vy la lignina 18.20% - 24.60%.
2.2, Celulosa

La celulosa es el compuesto organico mas abundante en la naturaleza, se
presenta en las plantas superiores, algas, hongos y en los quistes de los
protozoarios. Es un polimetro lineal de la celobiosa, la cual corresponde a
un disacarido formado por la unién de dos moléculas de glucopiranos. El
nimero de unidades de celobiosa que forman la celulosa varia con las

especies vegetales.

La celulosa, es una molécula formada por unidades de glucosa unidas
mediante enlaces p -1,4. Este tipo de enlace es la diferencia mas clara con
respecto al almidon, en que las moléculas de glucosa estan unidas mediante
enlace 0-1,4La diferencia de tipos de enlace y longitud de las cadenas
determina que almidones y celulosas tengan propiedades tecnologicas y

nutricionales muy distintas (Cubero, 2002).

Estructura

La celulosa se forma por la union de moléculas de B-glucosa mediante
enlaces f-1,4-O-glucosidico. Por hidrélisis de glucosa. La celulosa es una
larga cadena polimérica de peso molecular variable, con formula empirica

(C6H1005)n, con un valor minimo de n= 200. ((Zeiger y Taiz; 2002)
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« Estructura de la celulosa; a la izquierda, B-glucosa; a la derecha, varias f-

glucosa unidas.

CH,OK H ok
H e H
| V4
> L\ O0H H \ H
Ho HNeep
OH CH,OH

Figura 1: Estructura de la Celulosa

La celulosa tiene una estructura lineal o fibrosa, en la que se establecen
multiples puentes de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de distintas
cadenas yuxtapuestas de glucosa, haciéndolas impenetrables al agua, lo que
hace que sea insoluble en agua, y originando fibras compactas que
constituyen la pared celular de las células vegetales. (Zeiger y Taiz; 2002)

La celulosa es una microfibrilla fuertemente empaquetada de cadenas
lineales de B-D-glucosa con en laces (1-54). Debido a la configuracion
espacial alternante de los enlaces glucosidicos que unen residuos de glucosa
adyacentes, se considera que la unidad de repeticion en la celulosa es la
celobiosa, un disacarido B-D-glucosa con enlaces (1->4). Las cadenas
individuales de glucanos de celulosa estan formadas por entre 2.000 y mas
de 25.000 residuos de glucosa. Cuando la Celulosa es degradada, primero se
degradan las regiones amorfas, lo que provoca la liberacion de pequefios

dominios cristalinos de la microfibrilla. (Zeiger y Taiz, 2002)
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2.3. Lignina

La lignina es un polimero tridimencional de fenilpropano con unidades que
mantiene unidades por enlace éter y carbon-carbon. Tiene un alto peso
molecular, es amorfa en la naturaleza y estd concentrada en capas exteriores
de fibras y proporciona rigidez estructural por endurecimiento y por
mantener juntas las fibras de polisacaridos (Cowling y Kirk; 1976) es por
ello que la encontramos en todas las fuentes de celulosa organica y por ser
un polimero de esta magnitud es que hace una tarea dificil llevar acabo la
hidrélisis enzimatica. Su estructura es amorfa, y consiste en unidades
diferentes de fenilpropano. La funcion principal de la lignina es dar soporte
estructural a la planta, impermeabilidad, resistencia contra ataques
microbianos y al estrés oxidativo. Es insoluble en agua y Opticamente
inactiva lo que la hace dificil de degradar; No contiene azicares pero
encierra a la celulosa y hemicelulosa que si los contienen e impide que sean
alcanzadas para ser hidrolizadas.

Los monémeros que forman la lignina se denominan alcoholes cinamilicos
diferenciados entre si por las diferentes sustituciones que presenta el anillo
aromatico. Estos alcoholes son el pcumarilico, el alcohol coniferilico y el
alcohol sinapilico. La lignina también puede ser utilizada para la generacion
de energia térmica, su valor energético depende de la fuente de biomasa y
varia entre 20934 y 27912 klJ/kg. También, puede ser procesada,
dependiendo de la calidad de la misma, en productos de alto valor
econdmico como plastificantes, polimeros conductores de electricidad o

resinas fendlicas (Hendricks y Zeeman, 2009)



24, Conceptos del Pretratamiento

El proposito del pretratamiento consiste en realizar el acondicionamiento de
la materia prima, mediante operaciones mecanicas, fisicas y quimica, para
aumentar el rendimiento en la conversién de hidrolisis de cascarilla de
arroz. El principio del pretratamiento es quitar la lignina, separandola de la
hemicelulosa, reducir la region cristalina de la celulosa y aumentar la
porosidad de los materiales.
El pretratamiento debe cumplir los siguientes requisitos:
v" Mejorar los rendimientos de extraccion de azicares durante la hidrolisis.
v Evitar la degradacion o pérdida de hidratos de carbono.
v’ Evitar la liberacion de subproductos inhibidores del proceso fermentativo

durante la hidrolisis, buscar métodos de tratamiento para inhibidores.

Por otra parte, es evidente que la eleccion del pretratamiento también
afectara las propiedades fisicoquimicas de la biomasa. Estas propiedades
también influiran sobre los procesos aguas abajo, en cuanto a la seleccion de
enzimas microbianas, acondicionamiento, utilizacion de los subproductos,
manejo de residuos y la recuperacion de etanol si este fuera el producto. En
consecuencia, la eleccion del pre-tratamiento tiene un impacto econdémico
en cada uno de las siguientes etapas en una biorefineria. Estos aspectos
hacen que el pre-tratamiento sea la unidad de operacion primaria que define
la plataforma biologica para la transformacion de biomasa lignoceluldsica a
azucares y posteriormente a combustibles y productos quimicos (Costa
Sousa et al., 2009). Sin embargo, la remocion de esas fracciones debe

ocurrir sin causar degradacion de la cadena celuldsica, para que ésta

20



presente caracteristicas adecuadas para su posterior utilizacién (Mussatto,
2006).
2.4.1. Tipos de pretratamiento
El pretratamiento que se realiza a la biomasa puede ser fisico, quimico o
microbiolOgico, también, puede ser una combinacion de ellos, los cuales se
enfocan en eliminar la lignina y hemicelulosa para mejorar el acceso a la
celulosa.

e Pretratamiento fisico
Se realiza para disminuir el tamafio de particula de la biomasa mediante un
proceso de trituracion y extrusion. El objetivo de la trituracion es reducir el
tamafio de la particula y la cristalinidad del material para incrementar la
superficie especifica y reducir el grado de polimerizacion. El material se
pica, tritura o muele dependiendo del tamafio final de la particula
(Hendricks y Zeeman, 2009).
Los pretratamientos fisicos, cuyo principal efecto es la reduccion del tamafio
de las particulas, producen un aumento en la tasa de hidrélisis, debido
fundamentalmente a la disponibilidad de superficie para la adsorcion de las
enzimas hidroliticas (Hills y Nakano, 1990)
Los requerimientos energéticos son altos dependiendo del tamafio final de la
particula y de las caracteristicas de la biomasa, por lo que su aplicacion
depende del costo econdémico que represente.

e Pretratamiento quimico
Hay diferentes métodos de pretratamiento quimico, los que se utilizan

comunmente son el pretratamiento alcalino y 4cido.
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En el pretratamiento con acido, el objetivo es solubilizar la hemicelulosa
para que la celulosa esté mas accesible para la etapa de hidrolisis. Se realiza
tanto con acidos concentrados como con acidos diluidos. Aunque son un
agente fuerte para la hidrolisis de la celulosa, los acidos concentrados son
toxicos, corrosivos, peligrosos y se requieren reactores de materiales
resistentes a la corrosion, por lo que el costo del pretratamiento es elevado
(Kumar et al, 2009).

El uso de acido diluido es mas favorable para aplicaciones a nivel industrial,
se realiza a altas temperaturas durante un periodo corto de tiempo o a bajas
temperaturas con tiempos de retencion mayores. La lignina también se
solubiliza en este proceso. En el pretratamiento con Aacido diluido,
usualmente se utiliza acido sulfurico o acido clorhidrico a concentraciones
que van de 0,3-1,1% (m/m) (Kumar et al, 2009).

El pretratamiento alcalino, comparado con otras tecnologias para
pretratamiento, se realiza a bajas temperaturas y presiones. Es posible llevar
a cabo el proceso a condiciones ambientales pero puede tardar horas o dias
(Hendricks y Zeeman, 2009).

Comparado con el pretratamiento acido el proceso alcalino causa menos
degradacion de azucares y la sal caustica se puede recuperar o regenerar
(Kumar et al, 2009). Ademas, la estructura de la celulosa después del
pretratamiento es mas densa y termodinamicamente mas estable que la
celulosa natural (Hendricks y Zeeman, 2009).

El pretratamiento con hidréxido de sodio diluido provoca que la biomasa se

hinche aumentando la superficie interior mientras que el grado de
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polimerizacion disminuye; se separan la lignina de los carbohidratos y se
altera la estructura de la lignina (Kumar et al, 2009).

En estudios realizados con bagazo de cafia se pretratd este material con
hidroxido de sodio al 2,00% (m/v) por 90 minutos a 121 °C. (Torres,
2009), obtuvo un rendimiento de glucosa méximo de 42% con una
concentracion de enzima de 3‘,2 FPU/g en la etapa de hidrolisis.

Lopez (2009), realizé una investigacion para la seleccion del pretratamiento
en aserrin de pino, donde comparé los métodos con NaOH, H,SO, vy
explosidon con vapor. De los métodos investigados concluyd que el
pretratamiento con NaOH proporciona mejores resultados que los
tratamientos con acido sulfurico diluido y por explosion con vapor a 121°C.
La optimizacién del pretratamiento muestra parametros de 8 % de NaOH

durante 85 minutos a 120°C.

2.5. Mecanismo de accion enzimatica:

Una enzima, por si misma, no puede llevar a cabo una reaccion, su funcion
es modificar 1a velocidad de la reaccion, entendiéndose como tal la cantidad
de producto formado por unidad de tiempo. Tal variacién se debe a la
disminucion de la energia de activacion Ea; en una reaccidn quimica,
laEaes la energia necesaria para convertir los reactivos en formas
moleculares inestables denominadas especies en estado de transicion, que

poseen mayor energia libre que los reactivos y los productos. (Cacesa, 1990)
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Figura 2: Curso de reaccion enzimatica

En el diagrama estan representados los niveles de energia, durante el
curso de la reaccion, de moléculas intervinientes en una reaccion tipo: A +
B ---> C. La curva azul muestra el curso de la reaccién en ausencia de una
enzima que facilite la reaccion, mientras que la curva roja la muestra en
presencia de la enzima especifica de la reaccion. La diferencia en el nivel
de energia entre el estado inicial y la necesaria para iniciar la reaccion
(picos de las curvas) es la energia de activacion. Tal como se observa la
presencia de enzima baja la energia de  activacion.
El complejo Enzima- sustrato posee menor energia de activacion que las
especies en estado de transicion que la correspondiente reaccidon no

catalizada. (Cacesa, 1990).

Orienta a los sustratos: parte de la energia de activacion se utiliza para que
los sustratos roten y se enfrenten con los atomos correctos para formar los
enlaces. Agregan cargas a los sustratos: las cadenas laterales (R) de los
aminoacidos de las enzimas pueden participar directamente haciendo a los
sustratos quimicamente mas reactivos. (Cacesa, 1990)

24



Inducen la deformacién en el sustrato: cuando una sustancia se une al sitio
activo, la enzima puede causar que los enlaces se estiren, poniéndolo en un
estado de transicion inestable. Cambio de forma de la enzima al unirse al
sustrato: el modelo de llave- cerradura de Fisher fue actualizado cuando se
descubrio que las enzimas son flexibles y sus sitios activos pueden cambiar
(expandirse) para acomodarse a sus sustratos. Este cambio de forma causado
por la unién al sustrato se denomina ajuste inducido. En la Hexoquinasa
puede observarse este ajuste inducido, con el sustrato (glucosa) y sin él. El
ajuste inducido alinea las cadenas laterales reactivas del sitio activo de la

enzima con los sustratos (Cacesa, 1990).

2.6. Cinética Enzimatica:

La cinética enzimatica estudia la velocidad de las reacciones quimicas que
son catalizadas por las enzimas. El estudio de la cinética de una enzima nos
mostrara los detalles del mecanismo catalitico de esa enzima, su papel en el
metabolismo, como es controlada su actividad en la célula y como puede ser
inhibida su actividad por drogas o venenos o potenciada por otro tipo de

moléculas (Valero, 1998).

El conocimiento adquirido acerca de la estructura de las enzimas ha sido de
gran ayuda en la visualizacion e interpretacién de los datos cinéticos. La
estructura puede sugerir cOmo permanecen unidos sustrato y producto
durante la catalisis, cambios conformacionales ocurren durante la reaccion,

o incluso el papel en particular de determinados aminoacidos en el
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mecanismo catalitico. Algunas enzimas modifican su conformacion
significativamente durante la reaccion, en cuyo caso, puede ser crucial saber
la estructura molecular de la enzima con y sin sustrato unido (se suelen usar
analogos que se unen pero no permiten llevar a cabo la reacciéon y
mantienen a la enzima permanentemente en la conformacién de sustrato

unido) (Valero, 1998).
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Figura 3: Cinética enzimatica

Los mecanismos enzimaticos pueden ser divididos en mecanismo de
unico sustrato o mecanismo de multiples sustratos. Los estudios cinéticos
llevados a cabo en enzimas que solo unen un sustrato, como la triosa
fosfato isomerasa, pretenden medir la afinidad con la que se une el
sustrato y la velocidad con la que lo transforma en producto. Por otro
lado, al estudiar una enzima que une varios sustratos, como la
dihidrofolato reductasa, la cinética enzimatica puede mostrar también el
orden en el que se unen los sustratos y el orden en el que los productos

son liberados (Cunningham, 1994).
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Las dos propiedades cinéticas mas importantes de una enzima son: el
tiempo que tarda en saturarse con un sustrato en particular y su punto
maximo de saturacion. El conocimiento de estas propiedades nos
permitira hacer una hipotesis acerca del comportamiento de una enzima
en el ambiente celular y como respondera frente a un cambio de esas
condiciones. En principio, las consideraciones generales de la cinética
quimica pueden aplicarse a las reacciones catalizadas enzimaticamente, a
una concentracion constante de enzima, si vemos el grafico de la
velocidad de la reaccién catalizada enzimaticamente en funciéon de la
concentracion del sustrato, es evidente que a bajas concentraciones del
mismo la velocidad de formacion de producto es proporcional a la
concentracion del sustrato. A medida que se aumenta la concentracion de
sustrato se aprecia una pérdida de la proporcionalidad, en esta zona la
reaccion es de orden mixto y finalmente, a altas concentraciones, la

velocidad de la reaccion es independiente de esta (Cunningham, 1994).

2.7. Factores que influyen en la velocidad de las reacciones

enzimaticas

Tiempo de Hidrolisis: La cantidad de producto formado en una reaccién
enzimatica es proporcional al tiempo de hidrolisis. La reaccion es lineal
en el tiempo hasta un periodo determinado en que se puede expresar la
actividad en términos de velocidad, o sea la cantidad de producto
formado por unidad de tiempo. Generalmente la velocidad se expresa

como micromoles de producto formado por minuto. Los valores deben
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estar comprendidos dentro de la parte proporcional o lineal de la
reaccion. Después de algun tiempo, la grafica deja de ser lineal porque
las reacciones son generalmente reversibles y tienden al equilibrio. La
velocidad puede disminuir por agotamiento del substrato, por
desnaturalizacion de la enzima después de cierto tiempo o porque los
productos de la reaccion puedan tener efecto inhibidor sobre la actividad

enzimatica (Valero, 1998).

Producto formado

Veloddad intclal de
1a rexcdon

Tiempo suamsasesnely.

Figura 4: Efecto del tiempo de hidrolisis

Temperatura: Un aumento en la temperatura provoca un aumento de la
velocidad de reaccion hasta cierta temperatura Optima, ya que después de
aproximadamente 45°C se comienza a producir la desnaturalizacion
térmica. Las enzimas de muchos mamiferos tienen una temperatura
optima de 37°C, por encima de esa temperatura comienzan a inactivarse y
se destruyen Sin embargo existen especies de bacterias y algas que
habitan en fuentes de aguas termales y en el otro extremo ciertas
bacterias articas tienen temperaturas Optimas cercanas a 0° C (Valero,

1998).
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Figura 5: Efecto de la temperatura

Concentracion de Enzima: Cuando el substrato se encuentra en exceso,
a concentraciones saturantes, la velocidad de la reaccion es proporcional
a la concentracién de la enzima. Si se hace un grafico, se obtiene una

recta como se muestra en la figura (Valero, 1998).

[Enzima)

Figura 6: Efecto de la concentracion de Enzima

Concentracion de sustrato: Al aumentar la concentracion de sustrato
existen mas centros activos ocupados y la velocidad de la reaccion
aumenta hasta que no quedan centros activos libres; a partir de ese
momento, un aumento de la concentracion del sustrato no supone un

aumento de la velocidad de la reaccion.
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Figura 7: Efecto de la concentracion de Sustrato

Efecto del pH: El pH no afecta la actividad enzimatica directamente sino
que modifica la concentracion de protones. Los protones ademas de
alterar la estructura de la enzima y el substrato, pueden participar
también en la reaccion como substrato o producto. En esos casos, la
concentracion de protones afecta directamente la velocidad de la
reaccion. Cualquier cambio brusco de pH, sabiendo que las enzimas son
proteinas, puede alterar el caracter idnico de los grupos amino y
carboxilo en la superficie proteica, afectando asi las propiedades
cataliticas de una enzima. A pH alto o bajo se puede producir la

desnaturalizacion de la enzima y en consecuencia su inactivacion

(Valero, 1998).

Velocidad

pH dptime pH

Figura 8: Efecto del pH
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2.8. Hidrolisis Enzimatica
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Este proceso se lleva a cabo mediante el uso de enzitias llamadas celulasas
las cuales son altamente especificas. Los productos son aziicares reductores
incluyendo glucosa. Los costos de utilidad de este proceso de hidrolisis son
bajos comparados con la hidrolisis acida porque se realiza bajo condiciones
medias (pH de 4,8 y temperatura de 40-50 °C) y no produce problemas de

corrosion (Blume, 1991).

Zhu (2005) menciona que en comparacion con la hidrolisis con acido
diluido, la hidrolisis enzimatica tiene la ventaja de que puede lograr altos

rendimientos y eliminar la formacion de subproductos inhibidores.

Para la produccion de celulasas se utilizan microorganismos como bacterias
y hongos aérobicos o anaerdbicos, mesofilos o termoéfilos aunque solo
algunos de ellos producen la enzima celulasa capaz de hidrolizar la celulosa.
El Trichoderma reesei, un hongo filamentoso ha sido el mas estudiado y sus
mutaciones son utilizadas para la produccion comercial de hemicelulasas y

celulasas (Zhang, 2006).

Las celulasas son una mezcla de varias enzimas, los grupos principales son:
endogluconasa, exogluconasa o celobiohidrolasa y B-glucosidasa.
Especificamente, los tres tipos de enzimas que incluye una celulasa son: ia
endo- $-1,4-glucanasa o 1,4- B-D-glucan glucanhidrolasa; la exo- 8-1,4-
glucanasa o 1,4- B-D-glucan celobiohidrolasa y la B-1,4-glucosidasa o 8-

Dglucésido glucohidrolasa (Zhang, 2006).

31

k)

|



El mecanismo propuesto para la degradacion de la celulosa se puede resumir

en tres etapas.

Primero la endo B-1,4-glucanasa actia sobre los enlaces B-1,4 glucosidicos
internos presentes entre las unidades de glucosa que forman la molécula de
la celulosa, y convierte las cadenas largas a oligosacaridos los cuales
mantienen la configuracion B de su estructura. La accion de esta enzima se
da sobre las regiones amorfas de la molécula o sobre la superficie de las
microfibrillas y tiene como resultado la disminucion de la longitud de la
cadena de celulosa y la creacion de nuevos extremos reactivos (Zhang,

2006).

En la segunda etapa, la exo B-1,4-glucanasa corta las cadenas 1,4 B-D-
glucano a partir del éxtremo no reductor de la molécula de celulosa y de las
celodextrinas provocando la remocion de unidades de celobiosa o glucosa.
Después de que las zonas amorfas son degradas, la tercera etapa se da en la
region cristalina como resultado de la accidn sinergistica de la
endogluconasa y la exogluconasa. Finalmente, se da la hidrolisis de la

celobiosa mediante la accion de la f1,4-glucosidasa.

La celobiosa inhibe la accion de las glucanasas limitando la degradacion de
la celulosa, por lo que es necesario utilizar celobiasa para su hidrolisis

(Zhang, 2006).
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2.9. Azucar Fermentable

Se denomina técnicamente azdcares a los diferentes
monosacaridos, disacaridos, y polisacaridos, que generalmente tienen sabor
dulce, aunque por extension se refiere a todos los hidratos de carbono; estos
estan compuestos solamente por carbono, oxigeno e hidrogeno (Barrow,

2000)

Los Azicares reductores son aquellos azicares que poseen su grupo
carbonilo (grupo funcional) intacto, y que a través del mismo pueden

reaccionar con otras especies.

2.9.1. Clasificacion de Azicares:

Los 'azicares' se clasifican segun el nimero de unidades de los que estan

formados:

Monosacaridos: Formados solo por una unidad, también se llaman azicares
simples. Los mas presentes en la naturaleza son los siguientes: Glucosa,

Fructosa, Galactosa, Ribosa y Manosa (WHO/FAQ; 1998)

Disacaridos: Formados por dos monosacaridos, iguales o diferentes,
también se llaman aziicares dobles. Los mas presentes en la naturaleza son
los siguientes: Maltosa, Lactosa, Sacarosa, Isomaltosa y Trehalosa

(WHO/FAO; 1998)

Trisacaridos: Formados por tres monosacaridos, iguales o diferentes,
también se llaman azicares triples. Los més presentes en la naturaleza son

los siguientes: Maltotriosa y Rafinosa. (WHO/FAQ; 1998)
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Tabla 3: Clasificacion de monosacaridos basado en el nimero de carbonos

N° de
Categoria Ejemplos
Carbonos
4 Tetrosa Eritrosa, Treosa
Arabinosa, Ribosa, Ribulosa, Xilosa, Xilulosa,
5 Pentosa
Lixosa
Alosa, Altrosa, Fructosa, Galactosa, Glucosa,
6 Hexosa Gulosa, Idosa, Manosa, Sorbosa, Talosa,
Tagatosa
7 Heptosa Sedoheptulosa

Fuente: FAO

Las estructuras de los sacaridos se distinguen principalmente por la
orientaciéon de los grupos hidroxilos (-OH). Esta pequefia diferencia
estructural tiene un gran efecto en las propiedades bioquimicas, las
caracteristicas organolépticas (sabor), y en las propiedades fisicas como el
punto de fusién y la rotacion especifica de la luz polarizada. Un
monosacarido de forma lineal que tiene un grupo carbonilo (C=0) en el
carbono final formando un aldehido (-CHO) se clasifica como una aldosa.
Cuando el grupo carbonilo esta en un 4&tomo interior formando una cetona,

el monosacarido se clasifica como una cetosa. (WHO/FAQO; 1998)

2.9.2, Caracteristicas de los Azicares:
Todas las frutas naturales tienen cierta cantidad de glucosa (a menudo con
fructosa), que puede ser extraida y concentrada para hacer un azicar
alternativo. Pero a nivel industrial, tanto la glucosa liquida (jarabe de

glucosa) como la dextrosa (glucosa en polvo) se obtienen a partir de la
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hidrélisis enzimatica de almidon de cereales (generalmente trigo o maiz).

(Zhang, 2006)

La glucosa, libre o combinada, es el compuesto organico mas abundante
de la naturaleza. Es la fuente primaria de sintesis de energia de las células,
mediante sus oxidacion catabdlica, y es el componente principal de
polimeros de importancia estructural como la celulosa y de polimeros de

almacenamiento energético como el almidon y el glucogeno.

En su forma D-Glucosa, sufre una ciclacion hacia su forma hemiacetalica
para dar sus formas furano y pirano (D-glucofuranosa y D-glucopiranosa)
que a su vez presentan anomeros alfa y beta. Estos anémeros no presentan
diferencias de composicion estructural, pero si diferentes caracteristicas
fisicas y quimicas. La D-(+)-glucosa es uno de los compuestos mas
importantes para los seres vivos, incluyendo a los seres humanos. (Zhang,

2006)

En su forma B-D-glucopiranosa, una molécula de glucosa se une a otra
gracias a los -OH de sus carbonos 1-4 para formar celobiosa a través de un

enlace B, y al unirse varias de estas moléculas, forman celulosa. (Zhang,

2006)

La glucosa ingresa a la célula por medio de un proceso de transporte
mediado por moléculas de membrana que pertenecen a la familia de
proteinas llamadas GLUT (por las siglas en inglés, Transportador de
glucosa). La sintesis y activacion de dichas proteinas es regulada por la

hormona insulina, y por el receptor de insulina. (Zhang, 2006)
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2.9.3. Estructura:

Sacarosa es un disacarido de glucosa y fructosa. Se sintetiza en plantas,
pero no en animales superiores. Contiene 2 atomos de carbono anomérico
libre, puestd que los carbonos anoméricos de sus dos unidades
monosacaridos constituyentes se hallan unidos entre si, covalentemente
mediante un enlace O-glucosidico. Por esta razon, la sacarosa no es un

azucar reductor y tampoco posee un extremo reductor. (Barrow, 2000)

Su nombre abreviado puede escribirse como Glc(a -1 2)Fru o como
Fru(b 2& 1)Glc. La sacarosa es un producto intermedio principal de la
fotosintesis,. en muchas plantas constituye la forma principal de
transporte de azicar desde las hojas a otras partes de la planta. En las
semillas germinadas de plantas, las grasas y proteinas almacenadas se
convierten en sacarosa para su transporte a partir de la planta en

desarrollo. (Barrow, 2000)

Existen dos formas en las cuales los aziicares se polimerizan: enlaces alfa

o beta:
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Figura 9: Enlaces Alfa
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Figura 10: Enlaces Beta

2.10. Fermentacion

“En ausencia de aceptor de electrones, muchos organismos efectiian
reaccionés redox balanceadas de algunos compuestos organicos, con
liberacion de energia. Este proceso se llama fermentacion. Existen muchos
tipos diferentes de fermentacion, pero en procesos fermentativos solamente
se efectian una oxidacion parcial de los atomos de carbono del compuesto
organico y, por consiguiente una pequefia cantidad de energia se libera. La
oxidacion en una fermentacion esta acoplada a la reduccion posterior de un

compuesto organico generado a partir del catabolismo del sustrato inicial
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fermentable; asi, no se requiere un aceptor de electrones suministrado

exteriormente” (Van Buren, 1999).

El ATP se produce en las fermentaciones en un proceso que se llama
fosforilizacion a nivel de sustrato, en la que el ATP se sintetiza durante
etapés enzimaticas especificas en el catabolismo del compuesto organico.
Un ejemplo de fermentacion es el catabolismo de la glucosa por levaduras

en ausencia de oxigeno

CoH 1,0, ————— ————— 2C,H,0+2C0,
Glucosa 2 Etanol + 2 bioxido de carbono

En esta reacciéon parte de los dtomos de carbono terminan en CO,, una
forma mas oxidada que la de los atomos de carbono de la molécula que
partié, mientras que los otros atomos de carbono terminan en etanol, que es
mas reducido que la glucosa (Van Buren, 1999).

En esta reaccion parte de los atomos de carbono terminan en CO, una forma
mas oxidada que la de los atomos de carbono de la molécula que partio,
mientras que los otros atomos de carbono terminan en etanol, que es mas
reducido que la glucosa (Van Buren, 1999).

La energia liberada en la reduccion de la glucosa a etanol es — 238.8 Kj/mol
se conservar por fosforilaciones a nivel de sustrato en forma de enlaces
fosfato de alta energia en el ATP, con una produccion neta de dos de estos
enlaces.

Se explicaran en la siguiente seccion las etapas bioquimicas comprendidas

en la fermentacion de la glucosa a etanol y la forma en que parte de la
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energia liberada se conserva en enlaces fosfato de alta energia (Van Buren,

1999).

2.10.1. Fermentacion de la glucosa: oxidacion y produccion de ATP
La degradacion de la glucosa se la puede dividir en tres etapas:
La etapa I es una serie de reacciones de re-acomodacion que no implica
oxidacion-reduccion y no se libera energia, pero que conducen a la
produccion de dos moléculas de un compuesto intermedio, el
gliceraldehido-3-fosfato.
En la etapa II hay oxido-reduccion, se produce un enlace fosfato alto en
energia en forma de ATP y se forman dos moléculas de piruvato.
En la etapa III, ocurre una segunda reaccion de oxido-reduccion y se
forman los productos de fermentacion (etanol y CO2). La via metabdlica
de la glucosa a piruvato se llama glucolisis (ruptura de la glucosa) que se

llama via de Embder-Meyerhof, por su descubridor (Van Buren, 1999).

2.10.2. Saccharomyces cerevisiae

Es la especie de levadura utilizada para la obtencion de etanol a partir de
diversos materiales lignoceluldsicos, tales como con bagazo de cafia de
azucar, diferentes tipos de maderas como el roble rojo, alamo, pino, y

eucaliptos. (Van Zyl et al.,, 1991 y Ferrari et al., 1992)

La temperatura corriente de cultivo de las levaduras se situa entre 25 y
30°C que permite efectivamente el crecimiento de la mayor parte de las
levaduras. Sin embargo, estas temperaturas no son rigurosamente las

temperaturas Optimas de crecimiento que las levaduras encuentran en sus
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habitats naturales. En efecto, como los microorganismos, las levaduras
pueden ser clasificadas en levaduras psicréfilas, mesofilas y termdfilas
segun sus temperaturas limites de crecimiento. Asi el rango de
temperatura correspondiente para las levaduras termofilas se sita en 20

~50°C. (Van Zyl et al., 1991 & Ferrari et al., 1992)

Todas las levaduras son capaces de desarrollarse en presencia de
oxigeﬁo: no hay levaduras anaerobias estrictas. Algunas levaduras son
aerobias estrictas: son en -particular las levaduras de los géneros
Krhodotorula, Rhodosporidium, Lipomyces, Saccharomyces;
Cryptococcus y Sporobolomyces, mas algunas especies de los géneros
Hansenula, Pichia, Torulopsis y Debaryomyces. (Van Zyl et al,, 1991 &

Ferrari et al., 1992).

No todas las levaduras presentan la misma sensibilidad al etanol. Segun
las cepas y el estado fisiologico del cultivo, el etanol es toxico en
concentraciones del 8 al 18% (p/v). La tolerancia al etanol depende de la
composicién en 4cidos grasos de las membranas citoplasmaticas. (Van

Zyl et al., 1991 & Ferrari et al.,, 1992).

2.11. Antecedentes:

Proyecto de Trabajo de Investigacion “OPTIMIZACION DEL PROCESO
DE OBTENCION ENZIMATICA DE AZUCARES FERMENTABLES A
PARTIR DE ASERRIN DE PINO”. Se muestra como pretratamiento el uso
de NaOH; pretratamiento que proporcioné mejores resultados que los
tratamientos con acido sulfurico y por explosion con vapor. Se optimizéd
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el pretratamiento alcalino por el método de superficie de respuesta y se
obtuvo las condiciones para el pretratamiento: 8 % de NaOH durante 85

minutos a 120°C.

Proyecto de Trabajo de Investigacion: “DETERMINACION DEL
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LA BASE NaOH, DE LA
CELULASA Y CELOBIASA EN LA HIDROLISIS PARA LA
PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DEL RASTROJO DE LA
PINA”. El objetivo de este proyecto fue determinar el efecto de la
concentracion hidroxido de sodio y de la concentracion de celulasa y
celobiasa en la hidrolisis para la produccidn de etanol a partir del rastrojo

de la pifia.

Proyecto de fin de carrera de Ingenieria Quimica: “DISENO DE UNA
PLANTA PILOTO DE PROCESADO DE CASCARILLA DE ARROZ
POR HIDROLISIS ACIDA”. Universidad de Cadiz. El objetivo del
proyecto es el procesado de 4000 kg/dia de cascarilla de arroz mediante
hidrolisis acida para la obtencion de azicares simples, que son

susceptibles de transformarse mediante fermentacién en bioetanol.
2.12. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL PROBLEMA:

La propuesta es utilizar material de desecho de facil obtenciéon y muy
abundante, como la cascarilla de arroz en la Region, para la obtencion de
aziicares fermentables que posteriormente, por fermentacion, conducen a
productos utilizables como combustibles o como materias primas de

interés industrial.
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Los residuos lignoceluldosicos de la agroindustria pueden ser
considerados como biomasa residual. Puesto que la produccion de este
tipo de biomasa se localiza en puntos muy concretos, su acumulacion
puede dar problemas de contaminacion y deterioro del medio ambiente.
El porcentaje de residuos puede oscilar desde valores muy elevados
como en ¢l caso de la alcachofa con un 70-65%, cafia de azicar con un
66.3 %, naranja 50 %, esparrago 45 %, tomates 25 %, papas 10 % entre
otros.

Si bien estos residuos vienen utilizindose en su gran mayoria como
alimento para animales y/o combustibles, existe un interés creciente por
el estudio de nuevos procesos en los que, a partir de los residuos
celuldsicos, se obtengan productos de mayor valor.

La disponibilidad de materiales celulosicos en forma de residuos
agroindustriales asegura sustratos abundantes y econémicos, teniendo en
cuenta el porcentaje de residuos producidos, hemos considerado de
interés el estudio del aprovechamiento de la cascarilla de arroz
orientandonos a determinar las condiciones biocataliticas  Optimas
ambientales en las que se obtiene la mayor productividad de aziicares
fermentables a partir de este residuo agroindustrial de mayor

productividad.
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2.13.

Objetivos

Objetivo general: Determinar las concentraciones de enzimas Celulasa y

P-glucosidasa para la obtencion de azlcares fermentables a partir de

cascarilla de arroz.

Objetivos especificos:

2.14.

2.15.

Determinar la composicion quimica proximal de la cascarilla de arroz.
Realizar un pretratamiento alcalino para deslignificacion de la cascarilla
de arroz.

Determinar las concentraciones de enzimas Celulasa y f-glucosidasa
en relacion a la hidrélisis Enzimatica.

Realizar la caracterizacion del hidrolizado de cascarilla de arroz.
Realizar una fermentacion del hidrolizado de cascarilla de arroz

pretratado.

Problema

(Cudles seran las concentraciones de enzimas Celulasa y p-
glucosidasa para la obtencién de azlcares fermentables a partir de
cascarilla de arroz?

Hipotesis

Los parametros para la obtencion enzimatica de azlcares fermentables a

partir de cascarilla de arroz son

[Enzima Celulasa] : (1 -5) %
Variables Independientes
[Enzima B - Glucosidasa] : (0,2 - 0,6) %

Variable Dependiente Azucares Totales (10 — 20 g/L)
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HL. METODOLOGIA

3.1. Diseiio Experimental
3.1.1.  Diagrama de Flujo Experimental

Al material lignocelulosico seco se le realizara analisis de azucares
reductores (DNS), con la finalidad de obtener datos iniciales (testigos) de
modo que no influyan sobre los resultados del proceso hidrolitico, ademas

de un analisis proximal para caracterizar las muestras.

[[ Materia Prima }]

v
Seleccion y
clasificacion
v
[[ Molienda J Enzimas
\ (celulasas y f-
4 glucosidasa)
eramizado T

vy

T°=120C | =
[NaOH] = 8% >—‘ Pretratamiento “ I Activacion I

O =85 min
v

L Hidrolisis Adicion de complejo
Enzimatica enzimatico

v

[{ Filtrado ]J
v
" Centrifugado "

v

Azicares
Fermentables

Figura 11: Operaciones que intervienen para la obtencion de aziicares

T® =45°C
pHS

fermentables.

44



a) Materia prima:

Se utilizd cascarilla de arroz de la variedad NIR-I proveniente del
Valle de santa, para la realizacion de este estudio.

b) Seleccion y Clasificacién de la materia prima:
Se realizd una seleccion para verificar que la materia prima
proveniente, no se encontrara con presencia de hongos, ni particulas
extraiias.

¢) Molienda:
El material seco fue molido hasta obtener particulas finas. El equipo

usado para este fin fue en un molino automatizado de martillo.

= '_'“’-"rwﬁ‘]
1AL}
19

j"&iji

~
-

t

Figura 12: Molienda de la cascarilla de arroz

d) Tamizado:
Se tamiz6 para obtener un tamaiio de particula a través de tamiz N°
60, el cual diluye sin problemas en el agua y facilita la hidrolisis por

la ampliacion del area de contacto (MEJIA, 2007).
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Figura 13: Tamizado de la cascarilla de arroz

e) Pretratamiento:

Este proceso consistié en someter la cascarilla de arroz tamizada a
condiciones de alta temperatura, 120°C, en un medio alcalino con
hidréxido de sodio a una concentracién del 8% durante una hora. Al
término el material fue lavado hasta obtener un pH neutro.

La materia prima se sometio a secado con el fin de remover residuos
de agua. El secado del material se prolongé hasta extraer
aproximadamente el 80 % de la humedad. El proceso de secado se

realizd en una estufa a una temperatura de 60°C por 12 horas.
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Figura 14: Pretratamiento en autoclave de la cascarilla de arroz tamizada.

f) Hidrdélisis enzimatica:
Los tratamientos realizados para la hidrélisis enzimatica se han
realizado en condiciones de T° y pH definidos por el proveedor, para
ello se utiliz6 un Matraz Erlenmeyer de 500ml de capacidad como
reactor, en un Shaker a 160 rpm de agitacion, tomandose como
parametros iniciales: enzima celulasa a una concentracion establecida
(entre 1 a 3 g/L), y beta — glucosidasa (entre 0.2 y 0.6 g/L) y la
relacion del peso volumen de la muestra igual 2.5% del volumen,
trabajandose con 40ml para todos los tratamientos. Estos tuvieron un
tiempo de 24 horas por tratamiento, y al finalizar la hidrolisis se
desactivo la enzima sometiéndolas a ebullicion por 3 minutos y luego

a bajas temperaturas, 4 °C durante 0.5 horas.
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Figura 15: Sistema para la realizacion de la hidrélisis enzimatica. Shaker

g) Filtrado

El sobrenadante se filtr6 para reducir la cantidad de sélidos de la

muestra.

h) Centrifugado

Se tomo el sobrenadante filtrado de los tratamientos y fueron llevados

a centrifugacion por 15 minutos a velocidad de 4800 rpm.

................

-------------

Figura 16:

Centrifugado de la muestra.
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3.1.2. Esquema del Disefio Experimental

Disefio Compuesto Central Rotable con 4 puntos centrales. El disefio
debera ser corrido en un solo bloque. El orden de los experimentos ha sido
aleatorizado.

Tabla 4: Disefio Experimental de los tratamientos

N° de BLOQUE Enzima Enzima Azucares
Tratamiento Celulasa  Glucosidasa Totales
% % g/L
1 1 3 0.4
2 1 3 0.4
3 1 3 0.6
4 1 5 0.3
5 1 2 0.6
6 1 2 03
7 1 1 0.4
8 1 5 0.4
9 1 3 0.4
10 1 5 0.6
11 1 3 02
12 1 3 0.4
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3.2, Materiales y Métodos
3.2.1. Materiales:
3.2.1.1. Materia prima

A) Cascarilla de Arroz

La cascarilla de arroz es proveniente del valle de Santa,

ubicado en el Departamento de Ancash.

B) Enzimas:

Las enzimas corresponden a un preparado comercial adquirido

por medio de la empresa Novozyme.

*  Cellulase Complex (Celulasa) |

Especificaciones:

Actividad Enzimaética

Temperatura

pH

» B - Glucosidasa

Especificaciones:

Actividad Enzimatica
Temperatura

pH

B) Microorganismo:

1000 BHU(2)/g
BHU = Biomass Hydrolisys Unit
45 °C

: 5.0

250 CBU/g
45-170°C

25-65

Saccharomyces cerevisae ATCC 4126
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3.2.1.2. Reactivos:
Buffer citrato (pH 5)
e Acido citrico 0.1 M
e Citrato de sodio 0.1 M
Reactivo Bradford
e 0.1 azul coomassie 6-250
e 50 ml. ETHOH (95%)
e 100 ml HsPO, (85%)
e 1 Ltagua destilada
H,S04 a 72% (50ml)
Acido acético glacial (0.6ml)
Peroxido de hidrogeno (1.8ml)

NaOH 17.5%

Reactivo DNS
e 30grNaK
e 1.6 NaOH

e 100 ml agua destilada

3.2.1.3. Materiales de vidrio y otros:

a) Pipetas

b) Micro pipeta

¢) Varilla de vidrio

d) Vaso de precipitados

e) Matraz Erlenmeyer

f) Probetas

g) Tubos de ensayo

h) Tubos de centrifugacion

1) Tubos para espectrofotometro



j) Viales
3.2.2. Equipos e instrumentos

3.2.2.1. Shaker: SARTORIUS STEDIUM BIOTECH CERTOMAT

3.2.2.2. Centrifuga: SIGMA (2 - 16 pk) SARTORIUS

3.2.2.3. Refrigerado_r

3.2.24. pH metro: marca Inolab, pH (-2,000 + 16.000), temperatura
(-5 100 °C)

3.2.2.5. Agitador magnético: marca NuVOVA

3.2.2.6. Brix 1157 AUTOMATIC REFRACTOMET

3.2.2.7. Baiio maria: marca Biotron BTR-65, temperatura de trabajo
(25-80°C)

3.2.2.8. Espectrofotometro: Marca UNICO 2800 UV/VIS

3.2.2.9. Balanza analitica: Marca Climatec S. A.

3.2.2.10. Horno: Marca P-selecta temperatura de trabajo (0-220°C)

3.2.2.11. Agitador de tuboes: Marca Maxi Mix II, vortex Mixer series
871, modelo M37615.

3.2.2.12. Cromatégrafo de Gas Shimadzu modelo 2010: Con detector

de ionizacion de flama (GC-FID), equipado con columna
capilar de Silice fundida PAG Restek, de caracter multipolar,
con las siguientes dimensiones: (30 m de comprimido x 0.25
mm de diametro interno). Se usara el Helio como gas de
arrastre, gas de hidrogeno y aire, todos con alto grado de

pureza (99.99 %).
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3.3.

Métodos:

3.3.1.  Descripcion de materia prima:

Las materias primas seran tomadas de molinos del valle de santa,

teniendo en cuenta la ausencia de hongos u otro factor que

pudiera alterar el proceso enzimatico.

3.3.2.  Analisis fisico-quimico:

En el analisis fisico-quimico se determinaran los porcentajes de

lignina, holocelulosa, celulosa, cenizas totales y agua.

3.3.2.1.

3.3.2.2.

3.3.2.3.

Determinacion de Humedad (Método AOAC 14.003)
Determinacion del contenido de Cenizas (Método AOAC
14.006)

Determinacion de Lignina (Método Klason, Schwanninger

et al., 2002)

Procedimiento

Se pesa un gramo con precision de 0.0001gr, se mezcla
bien con 15ml de H,SO4 72% y se deja reposar 24 horas.
Se trasvasa el contenido del vaso a un matraz de 1000 ml y
se afiaden 560 ml de agua destilada para pasar de H,SO4

72% a H,SO4 3% se mantiene en ebullicion durante 4

horas, al cabo de las cuales se deja sedimentar el solido y

se filtra en una placa filtrante.

El solido filtrado se lava con agua destilada caliente hasta
que el pH del agua de lavado no sea acido, se seca en
estufa a 105°C durante 12 horas y se pesa. Se toma unos

100 mg de solido y se calcina en mufla a 430°C durante 24



horas, obteniéndose asi un porcentaje en materia organica
(MOling)

Humedad operativa: 100/(100- Humedad de muestra)

P, - P, * (% MOIi
lignina (%) = —2—-2 (%MOling ) x100
P,x(100 - %H)
P, : Peso inicial de la muestra
Py : Peso papel filtro
P : Peso solido después de las 12 horas

%MOling : Materia Organica
%H ~: Humedad Operativa

3.3.2.4. Determinacion de Holocelulosa (Técnica descrita por
Browning 1967)

Procedimiento
Se pesan 4 gr de muestra con precision de 0.0001 gr en un
erlennmeyer de 250 ml de capacidad y se afiaden 63 ml de
agua destilada.
A la suspension se le afiaden 0.2 ml de acido acético
glacial y 0.6 ml de peréxido de hidrogeno.
Se cubre y se introduce a bafio maria (70-80°C), agitando
de vez en cuando. Este proceso se repite dos veces mas. Al
finalizar la tercera hora, se coloca en bafio de agua -hielo
hasta que la temperatura baje a los 10°C.
Se filtra en placa filtrante, y se lava con agua destilada

hasta la eliminacidn de la coloracion amarilla.
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Después se deja secar a 60°C y se pesa. Al s6lido obtenido
se le determina porcentajes de humedad (% Holo) y de

materia organica (%MOholo)

Holocelulosa(%) = (B, — P,)x(100% — % Hholo)x(%MOholo)
Bx(100 - %H)

P, : Peso inicial de la muestra

P : Peso papel filtro

P; : Peso sélido después de secar

%Hholo : % de humedad del sélido obtenido

%MOholo  : % de materia organica obtenida

% H : Humedad Operativa

3.3.2.5. Determinacion de Celulosa (Norma ANSI/ASTM, 1977b)

Procedimiento

Se pesa 1gr de holocelulosa, con precision de 0.0001 gr, en
un Erlenmeyer de 100 ml. Se afiaden Sml de NaOH 17.5%
hasta consumir un total de 12.5 ml y se mantiene 30
minutos a temperatura ambiente. Se afiaden 16.5 ml de agua
destilada a 20°C para pasar de NaOH 17.5% a 8.3%, se
mezclan bien y se mantiene durante 1 hora a temperatura

- ambiente.

A continuacion se filtra en placa filtrante y se lava con 50
ml de NaOH 8.3% y posteriormente con agua destilada. Se
repite el lavado con NaOH 8.3% y agua destilada dos veces.
Se corta la succion y se afiaden 7.5 ml de 4cido acético 10%

y se deja en contacto 3 minutos. Se vuelve a conectar el
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vacio y se lava con agua destilada hasta la neutralidad del
filtrado. Se seca a 105°C en estufa durante 12 horas se pesa.
Se calcula el contenido en materia organica del solido
obtenido (%MOcel), y el contenido en celulosa se calcula

de acuerdo con la expresion:

(P; = P,)x(%MOcel )x(% Holocelulo sa)

Celulosa (%) =
(%) P x(%MOholo )x(100 — % Hholo)

x100

Py : Peso inicial de 1a muestra

P, : Peso papel filtro

Ps : Peso solido después de secar 12 horas

%MOcel: de humedad del solido obtenido

%Holocelulosa : Holocelulosa en porcentaje

%Hholo : % de humedad del solido obtenido de la
Holocelulosa

%MOholo : % de materia organica obtenida de la

Holocelulosa

3.3.3. Analisis con enzimas

3.3.3.1. Determinacion con Proteinas de Bradford (método
Bradford, 1976)
A. Fundamento:
El método se basa en la Union directa del colorante azul
brillante de Coomassie G-250, con la estructura terciaria de las
proteinas y aminoécidos especificos (enzima), lo que produce
un incremento en la absorbancia en relacién directa con la
concentracion.

B. Preparacion del reactivo:
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3.3.3.2.

3.3.3.3.

Se disuelve 100 mg de Azul brillante de Coomassie G-250 en
50 ml de etanol (95% de pureza) Agitando continuamente para
evitar la formacion de grumos. Se le afiade luego 100 ml de
acido fosforico (85% w/v). Se enrasa hasta volumen final de 1
litro con agua destilada.

C. Procedimiento:

Se prepara una solucién matriz de la enzima a realizar el
analisis con el buffer acetato, pH: 5.0 2 una concentracion de
0.1 (mg/ml). En un tubo de ensayo se agregan 0.5 ml de la
disolucion matriz y se afiade Sml del reactivo de Bradford, se
lleva a un agitador de tubos. Se deja reposar por 5 minutos.
Después se realiza la lectura en el espectrofotémetro a una
longitud de onda de 595nm.

Determinacion de aziicares reductores (método DNS-Miller,

1959)

A. Fundamento:

El acido 3,5 dinitrosalicilico en presencia de calor reduce el
acido 3-amino-5 nitrosalicilico por los azuicares reductores
presentes, desarrollandose un color amarillo café el cual es
estable hasta por 24 horas. La lectura se realiza a 540nm. Este
método permite medir las unidades reductoras presentes en los
azucares. La lectura se realizara en un espectrofotometro tipo
Spectronic 21 DV, Milton Roy company.

Determinacién del rango de linealidad

A. Fundamento:
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La reaccion es Lineal en el tiempo hasta un periodo en el que se
puede expresar la actividad enzimatica en términos de velocidad
(cantidad de producto formado por unidad de tiempo)

B. Procedimiento:

Se realiza con la enzima y la muestra que tedricamente tuviera
mas celulosa a diferentes concentraciones de enzima resultados
del analisis estadistico en mg/ml con respecto a la muestra
molida en base seca, tomandose como muestra 1 ml cada 60

minutos

3.3.3.4. Determinacion de actividad enzimatica:
Una unidad de actividad enzimatica (simbolo U) es la cantidad
de enzima que cataliza la conversion de 1 umol de sustrato por
minuto. Se utiliza también en combinacion con otras unidades
(U/mg o U/ml) para sefialar respectivamente la actividad
enzimatica
A. Procedimiento:
Se realiza con la concentracion de enzima que presente mayor
formacion de producto en un menor tiempo, se procede a
calcular su actividad enzimatica, tomandose como datos la
cantidad de producto formado y el tiempo, en el punto donde la
grafica deja de ser lineal reportandose los datos en (umol/min)
3.3.3.5. Determinacion de parametros cinéticos:
La velocidad de transformacion de los sustratos de una reaccion

en los correspondientes productos en una reaccion enzimatica que
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transcurra en condiciones de estado estacionario es dependiente
tanto de las concentraciones de la enzima como de los sustratos.
Normalmente, esa dependencia puede expresarse
matematicamente por la ecuacion de Michaelis-Menten:

v = Vmax [S]/ (Km + [S])

La forma usual es a través de mediciones de velocidad inicial de
reaccion a diferentes concertaciones de aquellas sustancias que la
afectan. La manera mas adecuada de obtenerlos es por

linealizacion de las ecuaciones cinéticas.

A —_—> —
E+S «— ES E+P
A través de la medicién de intercepto o pendiente de la recta
resultante es posible evaluar los parametros Vmax y Km, como

indica la grafica 06. En el método Lineweaver- Burke.

<]

. Km

Yimax

Figura 17: Gréafica de Lineweaver-Burke o del doble reciproco.
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3.34.

La grafica de Lineweaver-Burk o representacion de doble
reciproco es la forma mas comin de mostrar los datos cinéticos.
El resultado de este tipo de representacion es una linea recta cuya
ecuacion es y = mx + c, siendo el punto de corte entre la recta y
el eje de ordenadas equivalente a 1/Vpax, ¥ €l punto de corte entre

la recta y el eje de abscisas equivalente a -1/K,,.

Determinacion de la composicion proximal de aziicares del
hidrolizade de éascarilla de arroz.

Mediante el método de determinacion de azicares reductores
DNS, obtuvimos la concentracion de azucares reductores totales
en el hidrolizado de cascarilla de arroz pretratada.

Se desarrolld mediante un analisis cromatografico, usando un

equipo HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

3.3.4.1. Método de Analisis Cromatografico - HPLC

A. Preparacion de curvas patréon de Glucosa, Xilosa y
Arabinosa.

El contenido de glucosa, xilosa, y arabinosa, se realizé por HPLC,

utilizando una columna Syncronis Amino (150x4.6mm),

temperatura 30°C, fase moévil acetonitrilo:agua 75:25%, a un flyjo

isocratico de 1.00 mL/min, detector de Indice de Refraccion. Los

patrones utilizados fueron reactivos grado HPLC marca Sigma.
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La preparacion de los patrones (Glucosa, Xilosa y Arabinosa) se
realizo a concentraciones de: 5%, 10%, y 15% (azicar: agua) para
cada azicar.

La cuantificacion fue realizada por el software haciendo la
interpolacién de los puntos para construir las curvas patron, y
comparando las areas obtenidas en el tiempo de retencion de cada

uno de los azacares analizados.

3.3.4.2. Fermentacion del hidrolizado de cascarilla de arroz
Se llevaron a cabo las fermentaciones con la cepa Sacharomyces
cerevisiae ATCC 4126. Se realiz6 la experiencia por duplicado y
tomaron muestras cada hora.
Se reportaron los resultados comparando rendimientos de etanol

vs tiempo, para un tiempo de fermentacion de 8 horas.

3.3.4.3. Referencias de composicion de medios de mantencion,
activacion y cultivo para Saccharomyces cerevisiae ATCC
4126.

Tabla 5: Composicion de los medios de mantencion, activacion y cultivo
para Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126.

Concentracion
Medio Nutriente
e

Extracto de levadura 3
Solido de Peptona 5
mantencion Extracto de malta 3
(YM solido) Agar 20

Glucosa 10
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Glucosa
Activacion Extracto de levadura 3
Extracto de malta 5
Solucidn de sales 5 m/L
Glucosa
1,8
Extracto de levadura
(NH4)2804
Fermentacion KH2PO4
MgS04.7H2C
5 10 ml/L
Solucion de sales
100 ml/L

Tampon citrato pH 4,2

Composicion elemental m.o.: C 45%; N 9%; Mg 0,4%; K 0,5% y
P2,0%

Umax = 0,37 h-1 en glucosa a 35°C (Lane, M. y Morrissey, J.
2010)

Composicion de la solucion de sales 100 veces concentrado,
utilizadas en los medios de cultivo en g/L: 1,12 CaCL2.2H20;
0.11 ZnS04 7H20; 0.06 FeS04.7H20; 0,05 CuS04.5H20; 0.01
CoCI2.6H20; 0.0005 Mo03; 0.027 MnCI2 6H20 y 0,28 NaCl
Condiciones de cultivo: Temperatura 35° y velocidad de agitacion

de 180 rpm en el agitador orbital (Shaker).
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3.3.44. Metodologia para el Anailisis Cromatogrifico -
Cromatografia de Gases.

A. Preparacion de curvas patron de Etanol.
Se prepar6é soluciones patron para cada uno de los alcoholes
superiores en concentraciones de: (0.2%, 0.6%, 1%, 1.4%) en
solucion etanol/agua (40:60 v/v), la cuantificacién sera realizada
por interpolacion de las curvas patron. El patrén solo fue etanol.
B. Condiciones cromatograficas.
Las condiciones cromatograficas usadas seran las siguientes:
temperatura del inyector 200°C; temperatura del detector 200°C,
velocidad de gas de arrastre (He) a 30mL/min; flujo de hidrogeno
40.0mL/min; flujo de aire 399.8 mL/min; radio de division (split)

de 300.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de las caracteristicas fisico-quimicas de la
cascarilla de arroz

En la tabla 05 se muestra la composicién quimica de la cascarilla de
arroz, donde la celulosa es el componente mas abundante, seguido de la

hemicelulosa.

Abhora, si se observan los rangos para el analisis quimico a nivel mundial,
es- tos corresponden a los siguientes valores: La celulosa 25.89 - 35.5 %;
Hemi- celulosa 18.1 — 21.35 % y la Lignina 18.20 — 24.6 % (Valverde,

2007).

Tabla 6: Composicion fisico-quimico de la cascarilla de arroz.

Composicion Porcentaje (%)
Humedad 15
Cenizas 18
Celulosa 25.03
Hemicelulosa 18
Lignina 19.49
Azicares 1.89

Elaboracion en base a datos experimentales. (Anexo 2, 3,4 y 5).

Contrastando los valores obtenidos en el presente trabajo se muestra una

com- posicion de la cascarilla de arroz en 19.5% de lignina, 25% de
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4.2.

celulosa y 18% de hemicelulosa. Por lo citado, se determina que se
trabajo dentro del rango, a excepcion del contenido de celulosa con un
valor menor al 1% dentro del ran- go mundial, por lo que se considera
dentro de los margenes establecidos con- siderando error por método

utilizado al igual que por variedad usada.

Seleccion del pretratamiento como etapa previa a la hidroélisis:

Otro de los aspectos fundamentales a tener en cuenta para que un proceso
de hidrolisis enzimatica de la celulosa sea viable, lo constituye la
necesidad de encontrar el pretratamiento mas efectivo para cada tipo de
sustrato. Hills y Nakano (2009) sefialan que se han desarroliado muchos
tratamientos para hacer los materiales lignocelulosicos mas susceptibles a
la sacarificacion, y agrega que en ellos se incluyen los tratamientos
fisicos, quimicos y enzimaticos”. (p.285).

Los pretratamientos fisico-quimicos, cuyo principal efecto es la
reduccion del tamafio de las particulas, producen un aumento en la tasa
de hidrolisis, debido fundamentalmente a la disponibilidad de superficie
para la adsorcion de las enzimas hidroliticas, y si esta fase es la limitante
del proceso, supone finalmente un beneficio para el proceso general,
produciendo menores tiempos de retencion y tamafios de reactor
menores, razon por la que se realizé el molido de la muestra de cascarilla
de arroz, puesto que disminuye el indice de cristalinidad, el grado de
polimerizacion de la celulosa, y permite aumentar la superficie de

contacto con reactivos y enzimas (Colina, 2008, p.179). Obteniendo
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finalmente un tamafio de particula a través del tamiz N° 60 para una

mejor dilucion y una superficie de contacto mayor.

McMillan (1994) sugiere que para separar las fibras de celulosa a partir
de cualquier material lignocelul6sico, es necesaria la solubilizacion de la
lignina y de las poliosas en el medio reaccional (McMillan, 1994, p.292).
Segun Alfonset et al. (1986), la presencia de lignina y existencia de zonas
cristalinas en las fibras celulésicas hacen imprescindible pretratar por
métodos fisicos o quimicos los sustratos lignocelulsicos antes de
efectuaf su hidrolisis, con objeto de alterar su estructura y facilitar el
posterior ataque por las enzimas.

Los pretratamientos que incrementan la digestibilidad de la biomasa
lignocelulosica son los siguientes: mecanicos, térmicos (explosion con
vapor y agua caliente), acidos, alcalinos, de oxidacion y combinaciones
de estos (Hendriks et al., 2008). Sin embargo, los tratamientos acidos
degradan mayor cantidad de celulosa y no necesariamente
convirtiéndolos a azicares, sino que transforma en otro tipo de
compuestos tales como acido acético, furfural e hidroximetil furfural y
compuestos derivados de la lignina que pueden inhibir un eventual
proceso de fermentacion posterior (Ballesteros, 2004). Por ello
descartamos el uso de un tratamiento acido como etapa previa a la
hidroélisis.

Por otro lado, la disminucion de lignina en los materiales se puede
atribuir al efecto que tiene el pretratamiento alcalino de remover o

modificar la lignina, favoreciendo la accesibilidad de las enzimas y
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4.3.

mejorando la digestibilidad de la celulosa (Wang et al,2008); sin
embargo, la efectividad del pretratamiento alcalino depende de las
condiciones de temperatura, tiempo y concentracion de NaOH, que
pueden llevar a la hidrolisis de la celulosa y hemicelulosa, disminuyendo
la cantidad de solido recuperado para las etapas posteriores de hidrolisis
y fermentacion.

Pifieros y Otalvaro (2011), muestran en el pretratamiento con NaOCl de
cascarilla de arroz, que del contenido de lignina klason libre de cenizas
para los residuos pretratados la concentracion fue un 16% menos
comparado con los residuos sin tratar.

Finalmente, el pretratamiento aplicado con NaOH en la experiencia
permitid una disminucion del contenido de lignina en un 33.45%,
teniendo un valor inicial de 19.49% de la muestra de cascarilla de arroz

sin pretratamiento a 6.52% de la muestra pretratada. (Ver Anexo 3).

Hidrolisis enzimatica de la cascarilla de arroz:

Después de que la biomasa lignoceluldsica ha sido pretratada, la celulosa
y hemicelulosa son removidas del complejo formado con la lignina. Las
estructuras de celulosa se abren y los carbohidratos estan disponibles en
su forma simple para la fermentacion. Esto puede hacerse utilizando
enzimas tales como complejos celulasicos, que son selectivas para la
reaccion de celulosa a glucosa.

Las dos enzimas usadas fueron celulasas y B-glucosidasas. En el caso de
las primeras catalizan la degradacion de celulosa a “glucosa y

celobiosa”, y la segunda enzima (también llamada celobiasa) hidroliza la
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celobiosa a “glucosa”. Para el presente proyecto, ambas enzimas son
comerciales y se trabajo con las especificaciones técnicas del proveedor —
Novozymes: pH 5 y temperatura 45°C. Y con el fin de incrementar la
concentracion de azicares fermentables, se disefid un experimento de
optimizacion de la hidrdlisis enzimatica de la cascarilla de arroz
pretratada.

En cuanto a la concentracion de sélidos (sustrato con respecto al medio
de reaccion), Mejia y Martinez (2007) sefialan que “la mejor dilucion de
la muestra para la hidrolisis es una soluciéon de 2.5% p/v”. Ademas, la
ficha técnica del proveedor — Novozymes, indica una concentracion entre
2 - 5 %. Por ello se tomd valor de 2.5% p/v de sustrato en relacion al
medio reactante — solucion buffer citrato.

Los tratamientos realizados se presentan con el Disefio Compuesto
Central Rotéble (DCCR) con 4 puntos centrales. Elaborado y optimizado
en 12 corridas con el software estadistico STATGRAPHICS
CENTURION XV. Después de cada tratamiento se efectuaron pruebas

de concentracion de aziicares reductores, los que se observan en la Tabla

07.

Tabla 7: Estadistico mostrando los 12 tratamientos con sus respuestas.

Azucares
Tratamiento Celulasa p-Glucosidasa
Reductores (g/L)
1 3% 0.40% 11.422
2 3% 0.40% 12.856
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4.4.

3 3% 0.60% 12.208

4 5% 0.30% 15.417
5 2% 0.60% 13.095
6 2% 0.30% 11.388
7 1% 0.40% 6.812
8 5% 0.40% 16.169
9 3% 0.40% 12.720
10 5% 0.60% 15.178
11 3% 0.20% 13.232
12 3% 0.40% 13.266

Se observa que los tratamientos que presentan valores mas altos en
azucares reductores son aquellos con mayor concentracion de celulasa,
mientras los que tienen menor concentracion de esta enzima presentan
menores rendimientos. El tratamiento N° 8 fue la de mas alta
éoncentracién de azhcares reductores: 16.17 g/L.

Determinacion de las concentraciones Optimas de enzimas:

Pifieros y Otalvaro (2011) en su investigacion denominada: “Evaluacién
de la produccion de etanol a partir de cascarilla de arroz pretratada con
NaOCl, mediante hidrolisis y fermentacion simultaneas”; recomendaron
para la mejora de los resultados de su trabajo utilizar enzimas con
actividad PB-glucosidasa, con el fin de aumentar la cantidad de glucosa
disponible. Ademas del aporte en la ficha técnica del proveedor —

Novozymes (Ver Anexo 8), en la que recomienda el uso combinado de
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las enzimas Celulasa y B-glucosidasa para optimizar la obtencion de

azucares fermentables en el hidrolizado.

A partir de los resultados presentados en la tabla 7 se elabor6 un analisis
de varianza. La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Azicares
Reductores en contribuciones debidas a varios factores. Los valores-P
prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Cuando
un valor-P es menor que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticaménte
significativo sobre Azucares Reductores. Por lo observado en el Cuadro
ANOVA, la variable estadisticamente significativa para la investigacion

a un nivel de confianza del 95% es la enzima Celulasa.

Tabla 8: Analisis de Varianza (ANOVA) para Azicares Reductores

Suma de Cuadrado
Fuente GL F Valor-P
Cuadrados Medio
A:Enzima
33.9592 1 33.9592 25.08 0.0024
Celulasa
B:Enzima
0.010882 1 0.010882 0.01 0.9315
Glucosidasa
AA 2.51878 1 2.51878 1.86 0.2216
AB 1.56767 1 1.56767 1.16 0.3233
BB 1.25066 1 1.25066 0.92 0.3737
Error total 8.12523 6 1.3542
Total (corr.) 64.4511 11
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Tal como se muestra en el diagrama de Pareto (Figura 18) este tipo de
analisis permite estudiar la influencia de las variébles sobre la respuesta
(produccion de aziicares fermentables) y las interacciones entre ellas. Se
puede observar que la concentracion de enzima Celulasa, su forma
lineal, es el componente que influye sobre la produccion de azicares
reductores, sin embargo el efecto cuadratico tanto de esta misma variable
como de la concentraciéon de enzima B-Glucosidasa, al igual que la
combinacion de ambos no causaria ningun efecto significativo en la

variable respuesta.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Azucares Rediictores

) BN AMRS St S S S S M A St SRS Seset EERe S S S S S S A S S e S S e M S S S
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Figura 18: Diagrama de Pareto de los efectos estandarizados sobre la

variable respuesta; Rendimiento de azicares reductores.

Es importante aclarar que el signo que presentan los coeficientes
determina la forma como la variable influye en el sistema y da una idea
de la direccion a seguir en los experimentos para ubicar el optimo. Un
signo positivo para una variable determinada, indica que el incremento

de la concentracion de enzimas en su forma lineal de estos componentes
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puede aumentar la produccion de azicares, y del mismo modo el signo
negativo indica su disminucion.

Tabla 9: Coeficiente de regresion del modelo matematico

Coeficiente Estimado
constante 4.24708
A’Enzima Celulasa 4.68371
B:Enzima Glucosidasa -7.76674
AA -0.284118
AB -2.66585
BB 20.0204

La ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos es:

Azlcares Totales = 4.24708 + 4.68371 = [Celulasa] —
7.76674 x [B — Glucosidasa) — 0.284118 = [Celulasa]? —

2.66585 * [Celulasa] * [B — Glucosidasa)] + 20.0204

[Celulasa]

Donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades
originales.

De la funcién que describe el modelo de segundo orden se calculd el
punto estacionario de manera teodrica, derivando esta ecuacion. Las
coordenadas de este punto obtenidas por este método, se sustituyeron en
la ecuacion general para calcular la cantidad de aziicares fermentables
producida en las condiciones del punto 6ptimo. De ello resulté que la

concentracion de az(cares fermentables obtenida teoricamente era de
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17.1443 g/L. Este valor calculado de azicares fermentables indica que se

trata del punto 6ptimo.

La figura 19, permite visualizar la superficie de respuesta en un espacio
tridimensional, en el que la tercera dimension representa el rendimiento
de aziicares sobre el plano bidimensional definido por las combinaciones
de los niveles de los dos factores (concentracion enzimatica de celulasa
y B-glucosidasa). Analizando esta superficie de respuesta se observa que
a una concentracion enzimatica de celulasas del 5% favorece la
produccion de azicares reductores, mostrandose la existencia de un
maximo local en la misma. De igual forma sucede con la enzima g-
glucosidasa, teniendo su punto maximo en 0.2%. Si nos alejamos de
este punto, aumentando o disminuyendo los valores de concentracion, el
valor esperado decrece. Por tanto para alcanzar el porcentaje de
rendimiento Optimo en el proceso de hidrolisis enzimatica que estamos
considerando, debemos trabajar con los valores de concentracion

enzimatica que nos indica el punto 6ptimo.
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Azucarcs Re

Superficie de Respuesta Estimada

Endma Glucesidasa

Figura 19: Superficie de respuesta tridimensional de los rendimientos de
azicares reductores en funcidon a la concentracion de enzimas

utilizadas.

Al Optimizar la respuesta tenemos:

Valor 6ptimo = 17.1443 g/L
A continuacién se muestra la combinacion de los niveles de los factores, la
cual maximiza la obtencion de Azicares Reductores sobre la region

indicada.

Tabla 10: Valores Criticos resultados de la optimizacion de los parametros
de concentracion de enzimas

Valores Criticos; Variable: Rendimiento de Aziicares Reductores

. Observacion Valor Observacion
Concentracion T f o
minima Optimo Maxima
Celulasa 1.0 5.0 5.0
B-Glucosidasa 02 0.2 0.6
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Para validar la optimizacion enzimatica mediante el software estadistico,
realizamos un ensayo de hidrdlisis enzimatica a partir de las
concentraciones Optimas de enzimas Celulasa y B-glucosidasa en la
cascarilla de arroz pretratada, en la Tabla 11 se muestran los valores de

producto (aztcares reductores en g/L) durante el tiempo de reaccion.

Tabla 11: Concentracion de azicares reductores en g/l producidos en el
tiempo, a condiciones optimas de concentracion de enzimas.

T ABSORBANCIA i Ml
0 0.003 0.003 0.026
30 0.101 0.170 1.699
60 0.192 0.325 3.253
90 0.253 0.429 4.294
120 0.303 0.515 5.148
180 0.401 0.682 6.821
240 0.499 0.849 | 8.494
300 0.576 0.981 9.809
360 0.698 1.189 11.892
480 0.446 0.759 15.178
600 0.503 0.856 17.125
720 0.503 0.856 17.125
840 0.499 0.849 16.988
960 0.502 0.855 17.091
1080 0.502 0.855 17.091

0.501 0.853 17.057

1200
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1320 0.504 0.857 17.146

1440 0.503 0.856 17.125

La curva que representa la obtencion de aziicares reductores se muestra
enel ﬁgura 20, con una reaccion en un tiempo de 1440 minutos, donde se
describe el rendimiento méaximo alcanzado en un valor de 17.146 g/L
correspondiente al mihuto 600 de la hidrolisis, manteniendo en tiempos

posteriores concentraciones constantes de producto.

Azticares Reductores g/lL

800 1000 1200 1400 1600
Tiempo (min)

Figura 20: Representacion grafica de la cinética de reaccion del complejo

enzimatico: Celulasa y B-glucosidasa a condiciones Optimas.
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4.6.

Determinacion Cuantitativa de Glucosa
Como parte de la caracterizacion del hidrolizado de cascarilla de arroz
prétratada, determinamos la concentracién de glucosa en el hidrolizado
obtenido de las concentraciones optimas de enzimas. (Ver Anexo 8)
El valor promedio de glucosa presentado en la Tabla 12, muestra que en el
hidrolizado de cascarilla de arroz, de un total de 17.146 g/L de azicares
reductores, existe 9.06 g/L. de glucosa, es decir una relacion de 52.82% de
glucosa con respecto al total de azticares reductores.

Tabla 12: Determinacion cuantitativa de glucosa en el hidrolizado de

cascarilla de arroz pretratada, mediante kit Monlabtest.

Glucosa
Muestra ABS Promedio g/L
g/L
1 0.373 9.142
9.05624
2 0.366 8.970

Caracterizacion del hidrolizado de cascarilla de arroz mediante HPLC.

En la figura 21 se presenta el cromatograma de azlicares simples para
glucosa, xilosa y arabinosa. Los resultados del analisis por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), muestran que la concentracion de
glucosa es 8.991 g/L. (comparado a un valor de 9.06g/L. determinados en el
apartado anterior, se validan los resultados con el uso de ambos métodos) y
xilosa 2.838 g/L obtenida del hidrolizado de cascarilla de arroz pretratada
(siendo la concentracidon de azicares reductores totales de 17.146 g/L).
También se realizo la determinacion de arabinosa en el licor hidrolizado, sin

embargo no reporta ningtin resuitado positivo.
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Figura 21: Cromatograma para determinacion de azicares simples en el

hidrolizado de cascarilla de arroz pretratada: (a) Glucosa. (b)

Xilosa. (c) Arabinosa
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La tabla 13, muestra un resumen del cromatograma, describiendo sus

tiempos de retencion, areas y concentracion en g/L.

Tabla 13: Cromatograma de azucares simples: Glucosa, xilosa y arabinosa
en el hidrolizado de cascarilla de arroz pretratada, mediante

HPLC.

N° Ret.Time Peak Height Area Area Amount

min Name pRIU  uRIU*min % g/L
1 5.64 Glucosa 57.162 27.042 81.82 8991
2 423 Xilosa 16428 7.299 21.72 2.838
3 433 Arabinosa n.a. n.a. n.a. n.a.

Elaborado a partir del reporte cromatografico. Anexo 13
De acuerdo con estos resultados, la cascarilla de arroz es una importante
fuente de azlcares reductores por su alto contenido en celulosa (Yufera,
2002); sin embargo, en cuanto a xilosa las concentraciones alcanzadas
son bajas comparadas con resultados obtenidos en otros materiales
lignoceluldsicos como bagazo de cafia de aztcar, eucalipto y paja de
trigo, los cuales presentaron concentraciones de xilosa de 22,7; 24,32 y
10,65 g /L, respectivamente (Martinez et al,, 2002). Esto permite
concluir .que las caracteristicas del hidrolizado de cascarilla de arroz
pretratada en el presente estudio condicionan al uso de cepas de
fermentacion con una via de metabolismo de hexosas (Melo y Cuamatzi,

2006).
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4.7.

Determinacion de la Actividad Enzimitica.

Para la determinacién de la actividad enzimatica se tomaron los
valores en un tiempo de 60 minutos. En este periodo puede
expresarse la actividad enzimatica en funcion de la velocidad
maxima. La velocidad de reaccion puede disminuir por
agotamiento del sustrato o por saturacion de producto
(Bergmeyer, 1974, p239).

Para el analisis se utilizaron los parametros seleccionados para la
obtencion de azicares fermentables a condiciones Optimas, las
concentraciones fueron de: 5% de celulasa y 02% de B-
glucosidasa (pH 5.0 y temperatura de 45°C). Con un volumen de
reaccion de 100ml a concentracién pre-establecida de sustrato
de 2.5% del volumen de reaccion a un tiempo de una hora. Se
tomo muestras cada 10 minutos y se le determind contenido de

azucares reductores.

En la Tabla 14 se muestran los valores de azicares reductores en
g/l. El valor mas alto alcanzado del producto fue de 3.451g/L al
término de la reaccion. La misma que describe un

comportamiento lineal como se muestra en la figura 22.
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Tabla 14: Valores de producto para la determinacion de actividad en el

hidrolizado de cascarilla de arroz pretratada.

Producto
Tiempo
g/L

0 0.000
10 0.695
20 1.339
30 1.936
40 2.489
50 2.990
60 3.451

La pérdida de actividad puede deberse a la absorcion de las enzimas por
la celulosa y la lignina (Sutcliffe, 1986 y Chernoglazov, 1988), o ser
consecuencia de la inhibicion por presencia de aziicares luego de la
hidrolisis de la celulosa. Algunas investigaciones han mostrado que los
monosacaridos como glucosa, entre otros, y los disacaridos de celobiosa
inhiben la actividad enzimatica, ya que son los productos de la actividad
celulasa (Holtzapple, 1990; Linde et al., 2007). Ademas, las enzimas por
ser proteinas, a partir de cierta temperatura se empiezan a desnaturalizar
por el calor. La velocidad de reaccion por encima de la temperatura
Optima decrece por la pérdida de actividad catalitica debido a la
desnaturalizacion térmica, y la actividad enzimatica decrece rapidamente

hasta anularse.
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Figura 22: Representacion grafica de la actividad enzimatica para

las concentraciones Optimas de enzimas.

Al seguir la velocidad de aparicion de producto (o de desaparicion del
sustrato) en funcion del tiempo se obtiene la llamada curva de avance
de la reaccion, o simplemente, la cinética de la reaccion (Gonziles,
2007).

A medida que la reaccion transcurre, la velocidad de acumulacion del
producto va disminuyendo porque se va consumiendo el sustrato de la
reaccion como se observa en la figura 20. Para evitar esta complicacion
se procede a medir la velocidad inicial de la reaccion (V).

La velocidad inicial de la reaccion es igual a la pendiente de la curva
de avance a tiempo cero (Gonzales, 2007). De esta forma, la medida de
Vo se realiza antes de que se consuma el 10% del total del sustrato, de
forma que pueda considerarse la [S] como esencialmente constante a lo

largo del experimento.
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Tabla 15: Obtencion de la actividad enzimatica para las concentraciones

- Optimas de enzimas

[ 5%] Celulasa - [ 2%] B-

glucosidasa
Act. U/L 319.33
Act. Enzimatica (U/mg) 18.759
4.8. Determinacion de parametros cinéticos de los valores

optimizados de concentraciones enzimaticas para la obtencion

de azicares fermentables.
En el analisis se utilizaron los parametros seleccionados para la
obtencion de azucares fermentables a condiciones Optimas con una
concentracion de celulasa del 5% del volumen de reaccion; y de B-
glucosidasa de 0.2%. Asi como también una concentracién pre-
establecida de enzima de 5% del sustrato (45; 35; 25; 15; 10 g/L), enun
volumen de 25 ml, durante 60 minutos. Se tomaron muestras al final de
la hidrolisis y se le determind contenido azicares reductores producidos,

por duplicado. En la tabla 13 se muestran los valores de producto en g/L..

Dénde:

V =Velocidad de reaccion

[S] = Concentracion de sustrato

1/V =Inversas de la Velocidad de reaccién

1/[S] = Inversas de la Concentracion de sustrato
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En la figura 23, se representan los interceptos de las inversas de la -

velocidad y la concentracion del producto formado por medio del
método de linealizacidon de Lineweaver-Burke, con la finalidad de
obtener los parametros cinéticos de constante de Michaelis de sustrato y
Velocidad maxima de reaccion, con un coeficiente de correlacion de

0.993 para una linea de regresion lineal.
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Figura 23: Parametros Cinéticos Vmax y Km, para la concentracion

optima de enzimas

De la ecuacion: y = 255.79x + 12.121

1/Vmax = 12.121; Km/Vmsx = 255.79

Tabla 166: Parametros cinéticos de la enzima a las condiciones

experimentales.
Parametros cinéticos
Vmix 0.0825g/L*min
Km 21.103 mg/ml
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Segin Cacesa (1990), para predecir el comportamiento de un
sistema enzimatico es necesario determinar Vmax y Km para la
enzima particularmente empleada; esto puede realizarse midiendo
la velocidad inicial de reaccion en un rango de concentracion
reactante; por ello con los parametros hallados Km y Vmax, a
condiciones Optimas de los parametros de concentracion de
enzimas estudiadas, pueden ser usados como parametros de
operacion en el disefio de reactores enzimaticos, usando la
combinacion de las enzimas celulasa y B-glucosidasa para la
obtencion de azﬁcafes fermentables a partir de cascarilla de arroz.
Segin Gonzéles (2007), el valor de KM da idea de la afinidad del
enzima por el sustrato: A menor KM, mayor afinidad del enzima
por el sustrato, y a mayor KM, menor afinidad.

Ademas, si la KM es muy baja comparada con la concentracion
de sustrato, la enzima estard siempre, casi completamente
saturada, y variaciones en la concentracion de sustrato tendran
poco efecto. Si la KM es muy alta, la enzima tendra mayor
sensibilidad a los cambios en la concentracién de sustrato, pero
operarda solamente una pequefia fraccion de su capacidad
catalitica.

Entonces, de los parametros cinéticos presentados en la Tabla 18,
tenemos un valor de Ku de 21.103mg/ml que comparada a un
valor de 45mg/mL del sustrato con mayor concentracion, define

una alta afinidad de la enzima por el sustrato. No obstante, la
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4.9.

velocidad maxima de reaccién con un valor de 0.0825 g/L*min

muestra una baja reactividad.

Fermentacion del hidrolizado de cascarilla de arroz

Macek (2008), sefiala que la fermentacion se refiere al proceso
metabolico energético que comprende la descomposicion de
moléculas, tales como carbohidratos, y este proceso es producido
por accion de las enzimas, las cuales producen cambios quimicos
en las sustancias organicas.

El rendimiento tedrico estequiométrico para la transformacion de
glucosa en etanol es de 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO2 por 1g
de glucosa. Este valor fue cuantificado por Gay Lussac. En la
realidad es dificil lograr este rendimiento, porque la levadura
utiliza también la glucosa para la produccion de otros metabolitos.
El rendimiento experimental varia entre 90% y 95% del teorico,
es decir, de 0.469 a 0.485 g/g (Boudarel, 1984). Otro parametro
importante es la productividad (g/l/h), la cual se define como la
cantidad de etanol producido por unidad de tiempo y de volumen.
(Vazquez. H y Dacosta. O, 2007).

En la experiencia, se llévé a cabo la fermentacion con la cepa
Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126, realizindola  por
duplicado, con la finalidad de validar los resultados obtenidos en
la hidrélisis enzimatica de cascarilla de arroz pretratada para

obtener aziicares fermentables.
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4.9.1. Analisis Cromatogrifico del etanol
Para la determinacion de la concentracion de etanol, se utilizo la
Cromatografia de Gases y Headspace.
Los resultados se muestran en la Tabla 19. En el tiempo inicial ya
se tenia una concentracion inicial de 0.616 g/I. de etanol, esto
puede atribuirse a una produccion en la fase de activacion de la
cepa. Mientras a un tiempo de 480 minutos de fermentacion, ya
en el hidrolizado de cascarilla de arroz pretratada, se obtiene una
concentracion maxima de 3.356 g/L de etanol. Concentracion que

equivale a una conversion del 19.57% de azicares a etanol.

Tabla 177: Resultados del analisis cromatografico, % y concentracion de

Etanol
Tiempo
% de Etanol g/L
(min)

0 0.06156 0.61564
30 0.11526 1.1526
60 0.15919 1.5919
120 0.20601 2.0601
180 0.25531 2.5531
300 0.28337 2.8337
480 0.33559 3.3559
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En la Figura 24, se presenta la curva de los resultados del analisis
cromatografico de las muestras tomadas a diferentes tiempos
durante la fermentacion del hidrolizado de cascarilla de arroz
pretratada. Los resultados muestran un resultado positivo en la
obtencion de etanol, validando la fermentacion del hidrolizado
obtenido, no obstante, cabe resaltar que los parametros de
fermentacion se mantuvieron constantes, ya que no fueron

variables de estudio.

g/L de Etanol
~
:
Biomasa {g/L)

+ 0.2000

- 0.1000

0.0000

Tiempo {min)

Figura 24: Concentraciéon de etanol (g/L) y biomasa (g/L), obtenido de la
fermentacion de Sacharomyces cerevisiae en el hidrolizado de

cascarilla de arroz, durante 8 horas.
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V. CONCLUSIONES:

De la caracterizacion fisicoquimica de la cascarilla de arroz, se determin6

que la celulosa es el componente mas abundante, seguido de la hemicelulosa.

Del pretratamiento térmico — alcalino de la cascarilla de arroz, se logro
reducir la concentracion de lignina en un 66.55%, mejorando sus

condiciones para su posterior hidrolisis enzimatica.

Se determind que las concentraciones de enzimas Optimas para la hidrolisis
enzimatica de la cascarilla de arroz pretratada, estan en una relacion de 25:1

de celulasa respecto a f-glucosidasa.

Los valores de los parametros cinéticos para las condiciones Optimas del

proceso indican alta afinidad del sustrato por la enzima y baja reactividad.

La hidrdlisis de la cascarilla de arroz pretratada, a las concentraciones
optimas de enzimas, dieron un rendimiento del 68.0% en azucares

reductores.

Se determino que el hidrolizado de cascarilla de arroz pretratada contiene un
52.43% de glucosa, y 16.55% de xilosa respecto a la concentracion de

azucares reductores.

Se comprobdé que el hidrolizado enzimatico obtenido fue fermentado a

ctanol.
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VL. RECOMENDACIONES

Realizar un proceso de deslignificacion bioldgica usando Pleurotus.
ostreatus, proceso que seria ambientalmente amigable, con la que se pueden
generar productos adicionales, como hongos comestibles y complejos
enzimaticos con actividades ligninasas.

Realizar la experiencia de la hidrélisis enzimatica en un bioreactor

automatizado.
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ANEXO 1
DIAGRAMA DE FLUJO

Seleccion de Materia Prima Molienda

Tamizado
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Lavado y Secado de 1a Muestra }’retratada
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Filtrado y centrifugado

Hidrolizado

Analisis de azucares reductores v cuantificacion de glucosa
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ANEXO 2

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CENIZAS

]
|
|

o e

Tabla A2. Contenido de Ceniza

Mouestra % Ceniza

Cascarilla de arroz

) A 18
(sin pretratamiento)
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ANEXO 3

DETERMINACION DE LIGNINA METODO KLLASON

Se pesa un gramo con precision de 0.0001gr, se mezcla bien con 15ml de
H,S04 72% y se deja reposar 24 horas.

- Se trasvasa el contenido del vaso a un matraz de 1000 ml y se afiaden 560

ml de agua destilada para pasar de H,SO4 72%.a H2SO4 3% se mantiene en
ebullicién durante 4 horas, al cabo de las cuales se deja sedimentar el solido
y se filtra en una placa filtrante.
El solido filtrado se lava con agua destilada caliente hasta que el pH del
agua de lavado no sea acido, se seca en estufa a 105°C durante 12 horas y se
pesa. Se toma unos 100 mg de sélido y se calcina en mufla a 430°C durante
24 horas, obteniéndose asi un porcentaje en materia organica (MOling)

Humedad operativa: 100/(100- Humedad de muestra)

P, - P, * (%MOIi
lignina(%) = ——— ( 000 ing)
» %(100 — %H)

x100

P; : Peso inicial de la muestra

P, : Peso papel filtro

P3 : Peso solido después de las 12 horas
%MOling: Materia Organica

%H : Humedad Operativa

Cascarilla de arroz sin pretratamiento:

(0.9921 — 0.7332)x64
1.00001x(100 — 15) ~

lignina (%) =

lignina (%) = 19.49
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Cascarilla de arroz pretratada;

(0.8925 — 0.7641)x62

lignina (%) =

lignina (%) = 6.52

10
1,00001x(100 — 15) * 100

B
l = -
R~
s
-
- L
, A
S et
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ANEXO 4
DETERMINACION DE HOLOCELULOSA

Se pesan 4 gr de muestra con precision de 0.0001 gr en un Erlenmeyer de
250 ml de capacidad y se afiaden 63 ml de agua destilada.

A la suspension se le afiaden 0.2 ml de acido acético glacial y 0.6 ml de
peroxido de hidrégeno.

Se cubre y se introduce a bafio Maria (70-80°C), agitando de vez en cuando.
Este proceso se repite dos veces mas. Al finalizar la tercera hora, se coloca
en bafio de agua —hielo hasta que la temperatura baje a los 10°C.

Se filtra en placa filtrante, y se lava con agua destilada hasta la eliminacion
de la coloracion amarilla.

Después se deja secar a 60°C y se pesa. Al solido obtenido se le determina

porcentajes de humedad (% Holo) y de materia orgéanica (%MOholo)

(P, — P,)x(100% — Y%Hholo)x(%MOholo)
Px(100—%H)

Holocelulaa(%)=

P, : Peso inicial de la muestra

P; : Peso papel filtro

P3 : Peso solido después de secar

%Hholo: % de humedad del sélido obtenido

%MOholo: % de materia organica obtenida

%H : Humedad Operativa

Cascarilla de arroz:

Holocelulosa (%) = (3.9844 — 0.8695)x(1 - 0.19)x(58)
olocelulosa (%) = 200005510015 N

Holocelulosa (%) = 43.031
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ANEXO 5
DETERMINACION DE CELULOSA

Se pesa lgr de holocelulosa, con precision de 0.0001 gr, en un Erlenmeyer
de 100 ml. Se afiaden S5ml de NaOH 17.5% hasta consumir un total de 12.5
ml y se mantiene 30 minutos a temperatura ambiente. Se afiaden 16.5 ml de
agua destilada a 20°C para pasar de NaOH 17.5% a 8.3%, se mezclan bien
y se mantiene durante 1 hora a temperatura ambiente.

A continuacion se filtra en placa filtrante y se lava con 50 ml de NaOH
8.3% y posteriormente con agua destilada. Se repite el lavado con NaOH
8.3% y agua destilada dos veces. Se corta la succion y se afiaden 7.5 ml de
acido acético 10% y se deja en contacto 3 minutos. Se vuelve a conectar el
vacio y se lava con agua destilada hasta la neutralidad del filtrado. Se seca a
105°C en estufa durante 12 horas se pesa.

Se calcula el contenido en materia orgéanica del sélido obtenido (%MOcel),

y el contenido en celulosa se calcula de acuerdo con la expresion:

(P, — P)x(%MOcel)x(%Holocelulosa)
Px(%MOholo)x(100 — % Hholo)

Celulosa(%) = x100

P; : Peso inicial de la muestra

P, : Peso papel filtro

P; : Peso solido después de secar 12 horas

%M0Ocel: de humedad de el sélido obtenido

%Holocelulosa: Holocelulosa en porcentaje

%Hholo: % de humedad del s6lido obtenido de la Holocelulosa

%Moholo: % de materia organica obtenida de la Holocelulosa
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Cascarilla de Arroz:

(2.1684 — 1.1205)x(14)x(43.03)
1.0001x58x(100 — 15)

Celulosa (%) =

Celulosa (%) = 25.028

\
Cobyosa N

21/01/2014 21/01/2014
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ANEXO 6
CURVA DE CALIBRADO PARA PROTEINAS (METODO
BRADFORD)

El principio de la metodologia se basa en la unién directa del colorante azul
brillante de coomassie G-250, con la enzima (estructura terciaria de las
proteinas y aminoacidos especificos), lo que produce un incremento en la
absorbancia en relacion directa con la concentracion.

Preparacion del reactivo Bradford:

Se disuelve 100mg. De azul de coomassic G-250 en 50 ml. De etanol (95%
de pureza), agitando continuamente para evitar la formacion de grumos. A
esta disolucion resultante se aforo hasta 1 litro, con agua destilada.

Procedimiento:

Se prepard un soluciéon madre de la enzima a analizar con el buffer citrato,
pH: 5.0 a una concentracién de 0.1 mg/ml. Luego en un tubo de ensayo se
agregan 0.5 ml de la solucion madre y se afiade 5ml del reactivo Bradford,
se llevo a un agitador de tubos. Luego se dejo reposar por 5 min. Para

realizar la lectura en el espectrofotometro a 595 nm.

0.45 —
0.4 SRS : s
0.35 y = 1.0374x+ 0.0094 e
2 03 R?=0.998 -~
5025 |—— //
5 02 —
2015 v
0.05 |—
0 &
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Proteina g/L

GRAFICA: Curva de Calibrado para la determinacion de proteinas
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A = 1.0374
B = 0.0094

absorbancia + intersecciéon

roteinal = -
p ] pendiente

[proteina]

Y%proteina = [ x100

enzima (22)]x1000%)

Tabla A6: Resultados del analisis con las enzimas Celulasa complex y B-glucosidasa

Contenido de
Factor de ABS Proteina  Proteina
Muestra proteina del
dilucién (595 nm) gl %
complejo
Celulasa Complex
1:4 0.443 17.44 13.63
(0.128g/ml)
17.023
B-glucosidasa
1:2 0.328 6.5 4.64

(0.15g/ml)

FiguraA6: Preparacion de curva de calibrado para proteinas
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ANEXO 7
CURVA DE CALIBRADO PARA AZUCARES REDUCTORES

(METODO DNS)

El principio de la metodologia se fundamenta en la reaccion del 3.5
dinitrosalicilico que actha como agente oxidante a la presencia del grupo
reductor (aldehido) del aziicar, en un medio alcalino (NaOH), que aporta el
medio para que se produzca la reaccion redox y el tartrato de sodio ~potasio
impide la disolucion del oxigeno en la reaccion. Por lo tanto el 3.5
dinitrosalicilico que actia como agente oxidante pasa a reducirse en acido 3-
amino, S-nitrosalicilico y el aziicar que tiene una agente reductor se oxida
por el lado del aldehido cambiando a grupo carboxilico.

La reaccion resulta en forma de un compuesto coloreado (marron) segin la
ley de Lambert y Beer, la intensidad de este color es proporcional ala
concentracion de azucares presentes.

Preparacion del reactivo DNS

1.6 mL /L de NaOH 2N
1 g /L de acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)
30 g/L de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado

Para la preparacion del reactivo, se disolvio el tartrato en aproximadamente
15 mlI de agua destilada juntamente con el hidroxido de sodio, y luego se le
agregé a los 50 ml de agua destilada que esta en constante agitacion,
posteriormente cuando la mezcla calenté se le agregd el DNS poco a poco
conforme se fue disolviendo, siempre en constante agitacion. Luego se le
agregd al matraz aforo hasta completar los 100 ml con agua destilada
posteriormente se agitd y se le colocd en una botella que fue cubierto
rapidamente con papel de aluminio ya que este reactivo tiende a reaccionar

con la luz.
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Procedimiento:

Se prepar6 una solucion madre de glucosa a una concentracion de 2 g/l. Se
colocd en los tubos de ensayo, con sus respectivas diluciones y se le
adicioné 1 ml del reactivo DNS a todos los tubos; se llevo los tubos a
ebullicion durante 5 min para luego enfriarlos en agua helada por unos
minutos. Cuando se encontraron los tubos frios se le agreg6 10 ml de agua
destilada y se le dejo reposar 15 min. Después se le llevo al agitador de
tubos y se los lleva al espectrofotometro a 540 nm. Con estos datos se

construye la curva.

Curva de Calibrado

y =0.5857x- 0.0015
R?=0.9997

0.8

0.6

0.4

Absorbancia

0.2 |

1 15 2

-0.2

Glucosa

Figura A7: Curva de Calibrado para la determinacion de azicares reductores
por el método DNS.

A 0,5857
B 0,0015
R’ 0,9997

108



ANEXO 8
DETERMINACION CUANTITATIVA DE GLUCOSA, MEDIANTE

EL KIT MONLABTEST

Se realiz6 una dilucion (1:8) del hidrolizado de cascarilla de arroz. Luego se
tomo 30 ul de la muestra diluida por duplicado. Se procedio a afiadir 30ml
del reactivo, se mezclo y se dejo incubar por un periodo de 10 minutos a
37°C. Finalizado este tiempo se llevo al espectrofotometro a una longitud de
onda de 505nm.

Tabla A8. Determinacion cuantitativa de glucosa, mediante kit Monlabtest.

Muestra ABS Glucosa  Promedio

g/L g/L
1 0.373 9.14208
9.05624
2 0.366 8.9704
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FICHA TECNICA

“MON LAB

MonlabTest’

Glucosa Monlabtest®

[¥]

CONTROL BE CALIDAD

Es conveniente anakzsr jumto

Ton 145 MURSITYS SURTOS CONLTO! Valoralos:

CONTROL Normal y Patnléwm {Ref. MO-165107 y MO-165108)

ﬂmmmmgmnm
trumentos, los reactivos v 1s cakbracion,

Oetarminacidn cusntitativa de glucoss.

Pars uso profesional de dagndsticn in vitro
Conservar 3 2-8°C

fuers del rango de tolerancia, se debe revisar

mmmmmmw&&mymwm
oh ¢ taso ge Gue Tos controles no cumblan con fas tolerandias.

VALORES DE REFERENCIA®

L

PRINCIPIO DEL METODO

uMM(M)mhmamamWo [Z]
umamm:)umgmmmmmm

dumgemfem!

4-aminolenazona (4-AF), en presenca de i

~S90 _, keido ghcdeico + HOr
£0D

HiOy + Fenol + & AF ——mrmeed (Rikions + H;0
urmwmmsmmahmu
0hucosa presente en la ruestra ensayads'?,

Suero o plasms

propios valores de referencie.

@ 3,33 -~ 6,10 mmalfL.
Es recomendabie que cads lzboratoro establezce sus

|

CARACTERISTICAS DEL METODO

|

SIGNIFICADO CLINICO

Rango de medida: Desde & ke O
fneskicad 500 mg/cL.

Betecotn 0,033 my/AL hasta e Emite de

Si 13 concentracidn de 1a muestra es superior 8 inite de Enealdad, diu 172 con

aeason.ymmetmmmmz
Pracisién: .

12 glucosa s (a mayor fuerte de enerDis pars ias céiulas del organismo; Is
insuling faciita Ia entrada de ghucosa en fas cbiulas,
udbutumdmnnnmmwsemww

0S5t |
Sensibllidad anatitica: 1 mg/dL = ,0039 (A).
Exactitud: Los reactvos MONLASTEST

(v)mmmﬁlmm

€andén de 1a racta ge regresion: y-'x.m . 1‘249.

Las coracteristicas del método pueden variar

# analeacor ikizado.

IN'I'ERFERENCIB

]

No s& han ohservado interferencias con hemogioblns fasts 19 g/L y bifitrubing hacta

Sehmﬂ&rﬁnmdmuvotmsmzmiummnmbddmm

NOTAS _

hiperghucémia, ciusada por un SEfict de insuling!
ummmmmmmmommmhsm 108
clinicos ¥ de taboratore. )
| REACTIVOS ]
R TRIS pH 7.4 STmmo | |
Fencl 0,3 mmoll.
Glucosa ovidase {GOD) 15000 UA.
Peroiiasa {POD) 1000 UA. 100 mgnLts
4~ (4-AF) 2,6 rmmolfL. »
CAL GLUCOSA | Parn priendfio 300050 OF GG 100 /oL i*"
PREPARACION 1

Eimmoydmmemm;wawm

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

]

Todos K6 componentes de) KR son estobies, hasts 12 fech 8¢ CROMIIS0
inticada-#n 13 etiqueta def vial, cuando se mantienen los viales bien cerrados »
2-89C, protegidos de 13 ki ¥ se evita 13 contamination dursnte $u uso,

No 187 resctivos fuerd de 1a fecha indicada.

Indicatiores de deterioro da los reactivos:
- Presencip de particulas y turbidez.
W(A)MMODSGSM 20,32,

1. CAL GLUCOSA: DEb00 12 Ratiraleza OF roGUCID, €5 SCOMSERDIe Uratar Con
sumo cukiado ya gue se puede contaminas con facilidad.

IV

Usar punt:

La calitwacidn con o Patrtn acunso puede dar lugar 3 errores steriticos en

MONLAS dispone Oz |
este reactivo en dlstlnm analizstiores.
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MATERIAL ADRICIONAL

- ESpAQUOTOROMET S 0 ANMHZAGOr Par HCUES & 505 IMn,
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ANEXO 9
DETERMINACION DE LOS AZUCARES FERMENTABLES EN EL

HIDROLIZADO DE CASCARILLA DE ARROZ MEDIANTE HPLC.

a) CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Tipo de Columna: Syncronis Amino 150x4.6mm
» Fase movil: Acetonitrilo: Agua, 75:25%

» Detector: indice de Refraccion

* Temperatura: 30°C

* Volumen de inyecciéon: 20uL.

b) REPORTE CROMATOGRAFICO DE:
* Curva de Calibrado para Glucosa
» Curva de Calibrado para Xilosa
* Curva de Calibrado para Arabinosa
= Determinacion de Glucosé en el hidrolizado
= Determinacion de Xilosa en el hidrolizado

= Determinacion de Arabinosa en el hidrolizado
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.CURVA DE CALIBRADO PARA GLUCOSA

Operator: LENOVO Timebase LENOVOTHINK 1 Sequence:Ghucoss 14
72015 502 p.m.
1 Curva de calibrado para glucosa
|Sample Name: Glucoss ' injoction Volums: 20,0
1 Vial Number: BA4 Channest. Ri_1
Sampla Typs: Stardard Wavelength: na.
Corirol Program: Glucoss Bandwith: na
Qusntif. Mathod. Glucosa Diution Factor 1.0000
[Recording Time: WW2015 14:40 -Sermple Weight, 1.0000
‘Run Time rmm) 10.00 7 Sample Amount; 10000
. : Externs! Ri_1
“‘f%m ‘ '
0.0-4 s S ——
00 20 €0 a0 20 100 120 140 180
No. Ret.Time Paak Name LType  Points Coeft.Ost. Offent Slope Curve
_min . . %
2] 584 Gicoss Lin 3 993502 00000 30078  0.0000
_ _ — P A e
Sample SampleNames  Rel.Time Arsa  Height Amount Type Plates{EP}
min sl min RV ot
Glucosa Giueou Glucoss Glucosa Giucoss ahmm
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CURVA DE CALIBRADO PARA XILOSA

Operator LENOVO Trmebass LENOVO-THINK_1  Sequence xiioss Page 1-1
2015 S11pm
1 Curva de calibrado - xilosa

Sample Name: Xiloss ' injection Volume:  20.0

Vial Number. 8p Channel; RIL1

Sample Type. standard Wavelength: na

Control Program: xiloss 8angwidth: na

Quanit Method sdioas Diution Fector: 1.0000

Recorging Time' Y2018 12:32 Sample Waight.  1.0000

Run Time {min)" 10.00 Sample Amount:  1.0000

L p— S o ————
Xiosa Extomal 1

i ‘”‘m {uRIUrmn]

| oo S

oo 20 40 80 89 100 120 14.0 18,0

No., Ret.Tirme Peak Name Cal.Type Poimts Coeffi.Det Offsst Siope Curve
min %

1 417 _ Xiloss Un 3 — 988921 00000 23723 00000
Avtngt: 988921 00000 25723 00000
Sampie Sampis Name  RetTime  Arsa  Height Amount Type Plates{EP)

No, min pRAFmin PRIV oL
Xhosa Xiloss Xijoss Xiosa Xiosa Xiosa
R1 1 R R11 L IR R 1 Rl 1

1 Xidosa S5oriL 4167 122182 4665 47503 8MB* B

2 Xlosa 10 4158 242003 9157 94080 BMB*

4 XilosaiSgr 4158 396138 15240

2854111
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CURVA DE CALIBRADO PARA ARABINOSA

Operator, LENOVO Timebase LENOVO-THINK _{ Sequence Arabincsa Page 1-2
8R0S 528pm
1 Curva de Calibrado - Arabinosa
Sample Name: Arsbinoss Infaction Votume:; 20.0
Vial Number, Bec1 Chanrel: R
Sampie Type: standard Wawelength: ns
Control Program- Arsbinoea Bandwicth: na
Quantt Method: Arabinoss Diution Factor: 1.0000
Recording Time: /2018 13:09 Sample Weight: 1.0000
Run Time {min): 15.00 Sample Amount; 1.0000
— nosn__ . . . s
b °'Am [pRIVFmin) v ) l
20, &
J |
250 !
| |
20 0- ‘
18 0- i
; }
10.0+ s l
50- %
0o} - — . Yo - — ﬂ J
00 20 40 80 100 120 140

No, Ret.Time Peak Narme CalType Points Coeff.Det. Slope
min %

1 462 Arsbnosa 3 99 6534 2.2435
(Average; g06334 22435
Sampie Sample Name  RstTime  Ares  Height  Amount Piates(EP)

No. min pRIU'min  uRIU i
Arabinosa Arabinoss Arsbinoss Arabinosa Arsbinosa
RLA RiLA1 Rl 1 9
1 Aabinosa 13grL 4617 206802 9364 13.2293 1501
2 Ananinosa 12griL 4817 269454 64.14 12.0108 1351
3 __ Arsbinosa Sgrit 4617 103032 2085 46352 1
Avarage: 4817 223419 857 As.oscs 1432
Rel§td.Dey; ,
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DETERMINACION DE GLUCOSA EN EL HIDROLIZADO

Operstor, LENOVO Timebsse:LENOVO-THINK_ 1 Sequence:Glucosa

Pags 1-1
BRI2015 412 p.m.

1 Hidrolizado. Determinacién de Glucosa
Samplo Nsme:  Hidrolizado. Glucosa mm Volume: 20,0
Vial Number: T Y Ri1
Sample Type: unknown Wav#amﬁa na,
Recording Tima:  SI92018 14:40 wmw 1.,0000
Run Time (min):  10.00 7 Sampie Amount: 1.0000
;W Clucoss #1 d by LENOVO)  Glucosa R
i”‘*ﬁu“’ﬂ , 2hed by LENOVO]_Hidrotado. @
2=
2004
180+
y
o
50 \\
R SRS )
U — oy e
00 13 28 38 50 15 100
No. | RetTime  PeskName . Height ~Area ReLArea Amoumt  Type
1 min ] pRIU %
1{ 419 no 14575 18.18 . BMD
21 564 Giucoss ) ~ 8991 bMB*
Total:] 72039 aaosz 10000 8981
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DETERMINACION DE XILOSA EN EL HIDROLIZADO

Operator LENOVO Timebasa:LENOVO-THINK_ 1 Sequenta:fiosa ' Page 1.
- .. ' 8/9/2015 5:07 pr

3 Hidrolizado beﬁrm‘imcién de Xiio'sa:

Semple Name: Xilosa . ' Injection Volume: 200
. | Via! Number: BA4 ' Channel: T RLA
Sample Type: unknown N Wavslength: na.

|Quantit. Method:  xlioss o - Dilution Factor: 1.0000
Recording Time:  919/201816:53 : . Sample Woight. 1,0000
{Run Time (min): 10,01 - - Sampig Amount: 1.0000

mmﬂmm .. Hidrolisado. Yhoss L

min__ —JRIU__pRIUmin % AL
423 Xioss 16428 2 T25% 2172 2838
573 __.n8._ e S3A3T 25303 78.28 na.

!w g; % 3_‘{%
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DETERMINACION DE ARABINOSA EN EL HIDROLIZADO

OperatorLENOVO Timebass: LENOVO-THINK_1 Soquence:Arsbinoss Page 1-
o/92015 538 pn

| 3 Hidro‘!tzaéé. Dstenﬁinaeién dé Arabinosa

Sample Name: Arsbinoss injection Yolume: 200

| Viat Number: BA4 Channel: R_1
Sampia Type: Mussira Wavelength: ne,
Condrol Program:  Arsbinosa Bancwidth; ne,
Quantil. Method:  Arabinosa Ditution Faclor: 1.0000
Recording Time: 81012018 17:44 Sampile Weight: 1,0000
Run Time (min): 10,00 Sampis Amount: 10000

%m%ﬁa:m@mwwmj Hidrolzado Arsbiness P11

A R R N R N e

K 1335 4117“ 7135 na.  6MB

24583 ne 55437 32000 8861 oo BMB"
Yotal: | L €679 36147 10000 0.000
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ANEXO 10
FICHA TECNICA DEL PROVEEDOR — NOVOZYMES

ENZYMES FOR THE HYDROLYSIS OF
LIGNOCELLULOSIC MATERIALS

You have received the Novozymes Cellulosic Ethanol Enzyme Kit. This document contains useful information designed to
help you understand more about ceflulosic ethanol production and how our innovative enzymes can optimize your plant

processes and enable commercialization.

Following this brief overview of our work with cellulosic ethanol, you will find basic application information regarding the
use of the enzymes contained in this sample kit. More specific details about the characteristics, activity, dosage, etc. of
each enzyme are included in the Appendices beginning on page 6.

Overview

Novozymes leads the way in cellulosic ethanol through
broad partnerships that employ many feedstocks and
processes. We provide the industry’s best enzyme solutions
and process optimizations to enable commercialization
with partners and in our own labs.

We take a holistic approach in developing next-generation
bioinnovations to meet your company’s ever-changing
needs. Along with our unprecedented R&D efforts,

we also work closely with our partners to bring different
competencies together in an effort to fully understand

the critical relationship between process mechanics and
enzymes. Together we can create solutions that realize the
promise of renewable energy.

Celtulosic athanol can be a major source of sustainable
energy. Many feedstocks ~ including corn cobs, wheat
straw, woody biomass, and municipal solid waste ~ are
readily available, and it is estimated that cellulosic ethanol
will reduce CO; emissions by 90% compared to
petroleum-based fuels.

The complex structure of biomass make it more difficult to
convert into ethanol than traditional starch substrates.
This has presented unique technical and economic
challenges in bringing cellulosic ethanol to market.
Enzymes are vital in the conversion of biomass to

ethanol, and the state-of-the-art Novozymes Cellic®
solutions make the technology available at a commercially
viable cost. Qur groundbreaking innovation is a result of
our commitment to creating sustainable solutions that
improve the environment and enhance your business.

We are working every day to develop technologies that
allow more types of biomass to be turned into
commercially viable biofuel.

Our biomass test kit provides you with our leading en-
zymes for enabling the conversion of a variety of
cellulosic feedstocks.

Application
In order to maximize the yield from enzyme hydrolysis,
a combination of enzyme activities must be used.

The optimal enzyme biend greatly depends on the

composition of the various fractions (celtulose,
hemicellulose, and lignin) in the biomass substrate.
Experiments should be conducted to determine which
enzymes and pretreatment method will work best on
a specific feedstock.

The following tables contain information on the enzymes
included in the test kit. The suggested enzyme dosage

is based on weight percentage relative to the amount of
biomass (total solids) on a dry basis. The required
enzyme dosage may vary significantly based on the
specific composition of the biomass feedstock and the
particular physical and/or chemical pretreatment method
used. Even though some of the enzymes have high
temperature ranges, they will still work at lower
temperatures, albeit at reduced activity. Operating at
temperatures above the upper limit can result in
irreversible enzyme denaturation. The general impact of
temperature on enzyme activity and stability is shown

in Appendix B.

Find out more at
www.bioenergy.novozymes.com

Page 2
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- - ——— - — - -

Enzyme

Density? Dosage?
ivity! H Temperature
classification Activity (g/mi) P P cQ (% wihw (TS)
Y eazome - o . - . . . B 7
Cillulase 1.000 BHU2g 118 50-55 45-50 1 5%
, comnpiex . i . . “
N$22083 ' \
Xy! 2,500 FXU-S/g 109 4560 35-55 0.05-0.25% :
yianase !
’ I . N - 4 . Q
NS22118
It ' E 7 -0 6%
p-gicosidase 250 CBuRy 12 2565 45-70 02-06% :
) . . - . + = *’
NS22119
. Enzyme 100 FBG/g 119 45-60 25-55 0 05-0 4%
" complex {~ 13,700 PGU/g) , f
. . . + . - K
NS22002 45 f8G/g
Hermicellulase (- 470 FXU/g) 120 50-65 40-60 04-2%
- . - + ]
NS22035
750 AGUrg 115 v 4555 60-70 001-0.06%

Gluraamylase
. - . e e VU e

Table 2. Enzyme activity, density, pH,

ded d
perature, and rec g

1) £GU = Endo-Glucanase Unit, CBU = CeiloBiase Unit, FBG = Fungal Beta-Glucanase Unit, PGU = PolyGalacturonase Unit, FXU-S = Fungal Xylanase Unit,
and AGU = AmyloGlucosidase Unit. See Appendix A for further information on activity units.
2) Density vatues are approximate.

3) The required dosage is heavily dependent on feedstock type, pret technology, and processing conditions. Enzyme dosage requi may
therefore vary significantly.

Pretreatment conditions must be optimized to achieve the if the solids concentration in a hydrolysis experiment is

maximum conversion of polysaccharides to fermentable too high, nonenzymatic factors can be introduced that

sugars while minimizing the enzyme requirement. will interfere with the interpretation of the results. A

it is essential to evaluate the pretreated hiomass for cellulose  range of 2-5% total solids (TS} loading is suggested for

digestibility at an appropriate solids concentration. determining the efficacy of the pretreatment system.

Results can be compared by evaluating the required
enzyme dosage per mass of cellulose in the feedstock
(cellulose content can be determined chemically) in order
to give an indication of the enzymatic digestibility of the
pretreated substrate (i.e., the efficiency of the
pretreatment technology).

Note: Inhibition of enzymatic hydrolysis

The pretreatment method can create inhibiting products
that can reduce the performance of the enzyme,
resulting in lower cellulose conversion and/or increased
enzyme dosage. Lignin and xylo-oligomer released during
the pretreatment process can interfere with enzymatic
performance by binding irreversibly to the enzymes or by
blocking enzyme access to the substrate. An optimal
degree of pretreatment does exist where the
carbohydrate enzyme accessibility is maximized while the
enzyme (and microorganism) inhibition is minimized.

From a cost perspective, it is normally advantageous to
perform hydrolysis at the highest possible total solids in
order to achieve maximum sugar concentrations.
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NS number | Enzyme type | Description

1 - Primary enzyme for use in the hydrolysis of 4ignocellulosk material

| - Catalyzes the breakdown of cellulosic material into glucose, cellobiose,

, Celluase and higher glucose polymers

NS522086 ’ ~ Can be used to reduce the viscosity or increase the extraction yield of various

1 complex

: products of plant arigin

- The malr reaction products 6f celiulose hydrolysis using NS22086 are ceﬂobmse and g!ucose
- Testing for synergy with N$22118 and N522083 is recommended to maximize performance

- Purified endexylanase with a high speciticity toward soluble pentosans

- Able to liberate pentose sugars from biomass hemicellulose fractions

- Can be used to supplement NS22086 for pretreatment that leaves a significant
portion of the hemicellulose intact (i.e., neutral-pH or alkaline pretreatment methods)

'NS22083 Xylanase

- Also known as cellobiase; hydrolyzes cellobiose to glucose i

- Can be used to supplement N522086 in order to increase the yield of fermentable sugars
- Addition should be approximately 0-4% (v} of the amount of N$22086 for complete
“hydrolysis of the available ceflulose -

NS22118 p-glucosidase

~ Contalns a wide range of carbohydrases including atabinase, B-glucanase, cellulase,
hemiceliutase, pectinase, and xylanase

- Can break down cell walls for the extraction of useful components from plant tissue

- Able to tiberate bound materials and degrade 3 varlety of nonstarch polysaccharides

- Can be used to supplement NS22086 for substrates containing pectin

Enzyme

NS22119 .
complex

) . - Contams a mixture of B-glucanase and xylanase enzyme activities

p-glucanase | - Possesses additional side activities, including cellulase, hemicellulase, and pentosanase
Xylanase: '} - Can be used to supplement NS22086 for pretreatment thai leaves a significant portion

' of the hemiceliulose intact (i.e., neutral-pH-or alkaline pretreatment methods)

NS22002

- - Used on liquefied starch-containing substrates to produce sugars for fermentation
- - Works in dedicated saccharification stages as weH as simultaneous saccharification
NS22035 Glucoamylase |  and fermentation :
i - Glucoamylases hydrolyze both 1,4~ and 1,6-alpha hnkages to liberate glucose for subsequent
fermentation by the yeast

Tabie 1. Descriptions of enzymes contsined in N 5* celltosic ethsnol enzymekit.

o,
S—
T ———,
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ANEXO 11
DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL

COMPLEJO ENZIMATICO: CELULASA COMPLEX + B-
GLUCOSIDASA

Para realizar la determinacion de actividad enzimatica, tras el analisis
experimental se realizo la hidrolisis con el resultado de mayor rendimiento
en azucares reductores totales: Celulasa 5% y f-glucosidasa 2%.

Pre-tratamiento:

Se tom6 S5gr de muestra molida y fue sometido a una reaccion alcalina
(empleando una solucion de NaOH 8% p/v, en una relacion solido: liquido
de 1:10 g/ml, a 120°C durante 90 minutos). Luego fue lavado hasta llegar a
pH neutro.

Condiciones de hidrolisis enzimatica:

Se replicaron las condiciones de ensayos mostradas en el disefio
experimental: 45°C, pH S, 160 rpm; la hidrélisis se dio por espacio de una
hora.

Procedimiento:

Se activo la enzima adicionandola en una solucion tampoén citrato a pH S, de
esta solucién con la enzima (diluida a una proporcién 1:10 enzima: citrato)
se tomd la concentracion obtenida en los resultados del analisis
experimental. Se adicioné luego al volumen de reaccion con la solucion de
tampon citrato (100ml). Luego adicionamos los 5 gramos de muestra molida
pretratada al volumen de reaccion, se puso al shaker a 45°C y se tomaron las

muestras cada 10 minutos por una hora.
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Figura All: Representacion grafica de la cinética de reaccion del

compuesto celulolitico en la cascarilla de arroz pretratada.

Act UL = Pendiente (g / Lx min) 1000000 umol
Glu cos a(—g-—) mol
mol
. . ActU/L
Actividad _ Enzimatica(U / mg) = -
proteina(mg / L)

Tabla A11. Actividad enzimatica del complejo enzimatica en cascarilla de

arroz, para condiciones experimentales

Actividad Enzimatica

Pendiente = 0.0575 g/L*min
Act. UL = 319.33 U/L
Actividad Enzimatica = 18.759 U/mg
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ANEXO 12
DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS

Procedimiento

Se prepararon 5 matraces de 125ml, se adicionaron 25ml de tampo6n citrato a
pH 5, para llevar a cabo la hidrélisis con las concentraciones de enzimas
optimas (celulasa 5% y p-glucosidasa 2%), a diferentes concentraciones de
sustrato y todas con un tiempo de reaccion de una hora.

Los ensayos se realizaron por duplicado, como se detalla en la siguiente

Tabla Al2.1. Disefio experimental para la determinacién de parametros

cinéticos.
Ne Concentracion g/l Volumen Cascarilla g
1 10 25 0.25
2 15 25 0.375
3 25 25 0.625
4 35 25 0.875
5 45 25 1.125

Los resultados obtenidos para cada uno de los sustratos fueron graficados
para obtener la pendiente, es decir, la velocidad de reaccion inicial
correspondiente a cada uno de los sustratos analizados en la experiencia. La
tabla 16 muestra los valores de producto en g/L. para cada reaccion, por

duplicado.
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Tabla Al2.2 Producto a una hora de hidrolisis para diferentes

concentraciones de sustratos de cascarilla de arroz pretratada.

Sustrato Producto  Producto
Tiempo ABS Diluido
(g/L) g/L (Promedio)
0 0 0 0 0
10 60 0.3 0.784 1.568
1.582
60 0.305 0.798 1.596
0 0 0 0 0
15 60 0.385 1.024 2.049
2.063
60 0.39 1.038 2.077
0 0 0 0 0
25 60 0.472 1.270 2.541
2.552
60 0.476 1.282 2.564
0 0 0 0 0
35 60 0.569 1.545 3.090
' 3.104
60 0.574 1.559 3.118
0 0 0 0 0
45 60 0.64 1.746 3.491
3.511
60 0.647 1.765 3.531

Una vez obtenidas las pendientes, velocidades iniciales de reaccion, se

procedié a graficar las inversas de S y V, como se describe en la

metodologia. La representacion grafica de Lineweaver-Burke permite

identificar el Km y Vmax; el punto de corte con el eje de ordenadas es el

equivalente a la inversa de Vmax, y el de abscisas es el valor de -1/Km.
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Tabla A123. Inversas de S y V, para determinacion de parametros

cinéticos.
S V /s v
10 0.0266 0.100 37.594
15 0.0346 0.067 28902
25 0.0425 0.040 23.529
35 0.0517 0.029 19.342
45  0.0585 0.022 17.094

Los valores de la tabla A12.3 fueron graficados para obtener los parametros
cinéticos del complejo enzimatico a las condiciones antes descritas para la

cascarilla de arroz pretratada.

PARAMETROS CINETICOS

Rt |__Ri=09927 g“—" 3
30.000

25000 : /

- /

/

i
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5.000-

:0.000.
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008
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Figura A12. Representacion grafica de las inversas Sy V.

1/Vméx 12.121 Vmax 0.0825

Km/Vmax  255.79 Km 21.1030
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ANEXO 13

REFERENCIAS DE COMPOSICION DE MEDIOS DE MANTENCION
ACTIVACION Y CULTIVO PARA Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126.

Concentracion
Medio Nutriente
, 6-71)
" Extracto de levadura 3
Solido d.e' Peptona 5
manterf?on Extracto de malta 3
(YM sélido) Agar 20
Glucosa 10
Glucosa 15
Activacion Extracto de levadura 3
Extracto de malta 3
Solucidn de sales 5> ml/L
Hidrolizado de cascarilla 1,8
de arroz pretratada
Extracto de levadura
F tacid (NH4)2S04
ermentacion
KH2P0O4 10 ml/L
MgS04.7H20
Solucion de sales 100 ml/L
Tampon citrato pH 4,2

Composicién elemental m.o.: C 45%; N 9%; Mg 0,4%; K 0,5% y P 2,0%
Umsx = 0,37 h-1 en glucosa a 35°C (Lane, M. y Morrissey, J. 2010)
Composicion de la solucion de sales 100 veces concentrado, utilizadas en
los medios de cultivo en g/L: 1,12 CaCL2.2H20; 0.11 ZnSO4 7TH20; 0.06
FeS04.7H20; 0,05 CuS04.5H20; 0.01 CoCI2.6H20; 0.0005 MoO3; 0.027
MnCI2 6H20 y 0,28 NaCl

Condiciones de cultivo: Temperatura 35° y velocidad de agitacion de 200

rpm en el agitador orbital (Shaker).
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ANEXO 14
DETERMINACION DE ETANOL EN EL. CROMATOGRAFO DE

GASES

a) CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.
* Tipo de Columna: Stabilwax®-DA 30meter, 0.25mmID, 0.5umdf
®= Total Program Time: 11.5min.

* INJ TYPE: Split INJ TEMP: 250°C
* DET TYPE: FID DET TEMP: 200.0 °C
* LINEAR VELOCITY: 32.9 cm/sec (He) Split Ratioe: 300.0

b) CURVA DE CALIBRADO ETANOL
Analisis de 0.2 % 0.6% - 1% y 1.4% de alcoholes puros o patrones
Figura Al4. Curva de calibrado para la determinacion de etanol por

cromatografia de gases.
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¢) Resultado del Andlisis Cromatogrifico en el fermentado del hidrolizado de

cascarilla de arroz,

uV(x10 Max Intensiy : 4,43%
50:1&.;;%},“ Tere Ten. _.J
]
404
30
1 .
204
1 i
5 | 4{ E
00+ : %
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Posk Table  Compound | Group | Caliwation Curve |
0% Name | Ret Time| Conc

Figura A14.1 Determinacion de etanol en el minuto 30 del fermentado de

hidrolizado de cascarilla de arroz por cromatografia de gases.
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Figura Al4.2 Determinacion de etanol en el minuto 60 de la
fermentacion de hidrolizado de cascarilla de arroz por cromatografia de

gases.

128



V(10 _Mextensty: 9
507 ogram Tme 3335 iken. 2@ _.:]

w—i
203
i |
20
104 é
|
’ g
‘ 10 20 ) a0 50 60 70 80 80 100 10 mn
1] Resuks - Compound
Peak Tale Compound | Group | Calbeation Curve |

Figura A14.3 Determinacion de etanol en el minuto 120 de la
fermentacion de hidrolizado de cascarilla de arroz por cromatografia de

gases.
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Figura Al4.4 Determinacion de etanol en el minuto 180 de la
fermentacion de hidrolizado de cascarilla de arroz por cromatografia de

gases.
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Figura Al4.5 Determinacion de etanol en el minuto 300 de la
fermentacion de hidrolizado de cascarilla de arroz por cromatografia de

gases.
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Figura A14.6 Determinacion de etanol en el minuto 480 de la
fermentacion de hidrolizado de cascarilla de arroz por cromatografia de

gases.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SANTA

FACULTAD DE INGENIERIA

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL
CONTENIDO DEL RESUMEN:

2.1.

PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO:

2.1.1. Objetivo de la Investigacion:

Social:

El mundo encara el agotamiento progresivo de sus recursos
energéticos basados mayoritariamente en combustibles no renovables
y, al mismo tiempo, ¢l consumo de energia aumenta a ritmos cada vez
mayores. El consumo global de combustibles genera enormes
cantidades de gases contaminantes que son liberados a la atmésfera,
causando cambios significativos en el clima del planeta, por 1o que se
ha convertido en una de las problematicas que méas preocupan a los
gobiemos, las comunidades y la opinién pablica en general.

La unica forma de encarar esta problematica es mediante recursos
energéticos renovables. Para ello, la biotecnologia ofrece multiples
alternativas tecnoldgicas.

Una solucién renovable es el uso de energia solar en forma de
biomasa, la cual esta representada en los materiales lignoceluldsicos y
los cultivos de plantas ricas en energia. La utilizacion de biomasa lleva
consigo una disminucion de la contaminacion atmosférica: Las
emisiones de CO, generadas por la produccion y wuso de

biocombustibles son compensadas por la absorcion de CO2 durante el
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crecimiento de las plantas y de otros materiales vegetales, a partir de

los cuales dichos combustibles se producen.

o Econémico:
Para un pais como los EEUU, la produccién masiva dc
biocombustibles representaria el “regreso” de dinero y puestos de
trabajo a la economia, sin mencionar que el desarrollo de cultivos
energéticos implicaria un impulso al sector rural. Este argumento es
aan mas valido para la mayoria de los paises latinoamericanos,
considerando la perspectiva de una reduccion de las reservas
comprobadas de petrdleo en un plazo de 5-10 afios. Una parte
importante del PIB de cada pais tendria que destinarse a la compra
de petroleo cuya perspectiva de precios es muy incierta, a lo que hay
que agregar la feroz competencia que encaran los productos
agricolas de los paises latinoamericanos frente a los enormes
subsidios destinados al sector primario por los paises desarrollados.
Por cllo es de importancia estratégica la diversificacion de la
agricultura a través de cultivos ricos en energia (cafia de azicar,
palma africana, sorgo, maiz y yuca, entre otros).
Ademas de que en ¢l mundo, la tendencia del uso de energias
limpias ha permitido el crecimiento de la demanda de bioetanol (o
simplemente e¢tanol, EtOH), el cual se espera se incremente

drasticamente en los siguientes afios.
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e Cientifico:

Entre las materias primas agricolas que comunmente se han
utilizado a nivel mundial para la obtencion de bioetanol se
cncucntran: la cafia dc azucar, mclazas dc remolacha azucarcra y cl
maiz. Sin embargo, es preciso mencionar que ademas de estas
materias primas, existen todavia una gran variedad, dentro de las
cuales se encuentran los residuos agroindustriales: por su alto
contenido en azGcares. Una hectarea de cultivos ricos en energia
usada para la produccion de biocombustibles liquidos (bioetanol,
biodiesel) puede evitar la emisién de 0.2-2.0 t de carbono a la
atmosfera en comparacion con ¢l empleo de combustibles fosiles.
Por ello, el desarrollo de esta investigacion desarrollara un aporte en
la etapa de hidrolisis del material lignoceluldsico, en el que se
determinara las concentraciones Optimas de las enzimas celulasa y
B-glucosidasa para la obtencion de azicares fermentables a partir de
cascarilla de arroz, proveniente del valle de Santa. Los residuos
agroindustriales generados por la cosecha de este cereal es muy
relevante en Pert, y es una fuente abundante para obtener aziicares
termentabies, ias cuales, luego de someterse a procesos de hidrolisis
son susceptibles de llevarlas a una fermentacion alcoholica para la

obtencién de etanol.



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SANTA
FACULTAD DE INGENIERIA
ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

2.1.2. Formulaciéon del Problema:

({Cudles seran las concentraciones de enzimas Celulasa y p-
glucosidasa para la obtencion de azucares fermentables a partir de

cascarilla de arroz?

2.2. OBJETIVOS:
2.2.1. Objetivo General:
e Determinar las concentraciones de enzimas Celulasa y -
glucosidasa para la obtencidn de azicares fermentables a

partir de cascarilla de arroz.

2.2.2. Objetivos Especificos:

e Determinar la composicion quimica proximal de la cascarilia
de arroz.

e Realizar un pretratamiento alcalino para deslignificacion de
la cascarilla de arroz.

o Determinar las concentraciones de enzimas Celulasa y p-
glucosidasa en relacion a la hidrolisis Enzimatica.

e Realizar la caracterizacion del hidrolizado de cascarilla de
arroz.

¢ Realizar una fermentacion del hidrolizado de cascarilla de

arroz pretratado.
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23. HIPOTESIS:

Los parametros para la obtencién enzimatica de azicares fermentables a
partir de cascarilla de arroz son: [Enzima Celulasa): (1 - 5)%; [Enzima S
- Glucosidasa]: (0,2 — 0,6) %; para la obtencion de una [Azucares Totales]:

(10-20 g/L)

24. MARCO TEORICO:
24.1. Celulosa:
La celulosa es el compuesto organico mas abundante en la
naturaleza, se presenta en las plantas superiores, algas, hongos y en
los quistes de los protozoarios. Es un polimetro lineal de la
celobiosa, la cual corresponde a un disacarido formado por la unién
de dos moléculas de glucopiranos. El nimero de unidades de
celobiosa que forman la celulosa varia con las especies vegetales. Es
una molécula formada por unidades de glucosa unidas mediante
enlaces § -1,4. Este tipo de enlace es la diferencia mas clara con
respecto al almidon, en que las moléculas de glucosa estin unidas
mediante enlace a-1,4.La diferencia de tipos de enlace y longitud de
las cadenas determina que almidones y celulosas terigan propiedades

tecnoldgicas y nutricionales muy distintas (Cubero, 2002).
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24.2.

243.

Lignina:

La lignina es un polimero tridimencional de fenilpropano con
unidades que mantiene unidades por enlace éter y carbon-carbén.
Tiene un alto peso molecular, es amorfa en la naturaleza y esta
concentrada en capas exteriores de fibras y proporciona rigidez
estructural por endurecimiento y por mantener juntas las fibras de
polisacaridos (Cowling y Kirk; 1976) ¢s por cllo que la encontramos
en todas las fuentes de celulosa organica y por ser un polimero de
esta magnitud es que hace una tarea dificil llevar acabo la hidrolisis

enzimatica.

Conceptos de pretratamiento:

El propésito del pretratamiento consiste en realizar el
acondicionamiento de la materia prima, mediante operaciones
mecanicas, fisicas y quimica, para aumentar ¢l rendimiento en la
conversion de hidrélisis de cascarilla de arroz. El principio del
pretratamiento es quitar la lignina, separandola de la hemicelulosa,
reducir la regidn cristalina de la celulosa y aumentar la porosidad de

1os materiales.
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24.4. Tipos de pretratamiento

J Pretratamiento fisico

Los pretratamientos fisicos, cuyo principal efecto es la reduccion del
tamafio de las particulas, producen un aumento en la tasa de
hidrolisis, debido fundamentalmente a la disponibilidad de
superficie para la adsorcion de las enzimas hidroliticas (Hills y
Nakano, 1990).

. Pretratamiento quimico

En el caso del pretratamiento alcalino, comparado con otras
tecnologias para pretratamiento, se realiza a bajas temperaturas y
presiones. Es posible llevar a cabo el proceso a condiciones
ambientales pero puede tardar boras o dias (Hendricks y Zeeman,
2009).

Comparado con el pretratamiento dcido el proceso alcalino causa
menos degradacion de azGcares y la sal caustica se puede recuperar
o regenerar (Kumar et al, 2009). Ademas, la estructura de la
celulosa después del pretratamiento es mas densa y
termodinamicamente mas estable que la celulosa natural (Hendricks

y Zeeman, 2009).
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24.5.

24.6.

Cinética enzimatica:

La cinética enzimatica estudia la velocidad de las reacciones
quimicas que son catalizadas por las enzimas. El estudio de la
cinética de una enzima nos mostrard los detalles del mecanismo
catalitico de esa enzima, su papel en el metabolismo, como es
controlada su actividad en la célula y como puede ser inhibida su
actividad por drogas o vencnos o potenciada por otro tipo de
moléculas (Valero, 1998).

Las dos propiedades cinéticas mas importantes de una enzima son:
el tiempo que tarda en saturarse con un sustrato en particular y su
punto maximo de saturacion. El conocimiento de estas propiédades
nos permitira hacer una hipoétesis acerca del comportamiento de una
enzima en ¢l ambiente celular y como respondera frente a un

cambio de esas condiciones (Cunningham, 1994).

Hidrélisis enzimatica:

Este proceso se lleva a cabo mediante el uso de enzimas llamadas
celulasas las cuales son altamente especificas. Los productos son
azucares reductores incluyendo glucosa. Los costos de utilidad de
este proceso de hidrolisis son bajos comparados con la hidrdlisis

acida porque se realiza bajo condiciones medias (pH de 48 y
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24.7.

temperatura de 40-50 °C) y no produce problemas de corrosion
(Blume, 1991).

Zhu (2005) menciona que en comparacién con la hidrélisis con
acido diluido, 1a hidrélisis enzimatica tiene la ventaja de que puede
lograr altos rendimientos y eliminar la formacion de subproductos
inhibidores.

Las cclulasas son una mczcla dc varias cnzimas, los grupos
principales son: endogluconasa, exogluconasa o celobiohidrolasa y
B-glucosidasa. Especificamente, los tres tipos de enzimas que
incluye una celulasa son: la endo- B-14-glucanasa o 1,4- B-D-

glucan glucanhidrolasa; la exo- B-1,4-glucanasa o 1,4- B-D-glucaﬁ

celobiohidrolasa y la B-14-glucosidasa o  B-Dglucésido

glucohidrolasa (Zhang, 2006).

Azuacar Fermentable:

Se denomina técnicamente azucares a los diferentes
monosacaridos, disacaridos, y polisacaridos, que generalmente
tienen sabor dulce, aunque por extension se refiere a todos los
hidratos de carbono; estos estin compuestos solamente por carbono,

oxigeno e hidroégeno (Barrow, 2000)
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24.8.

Los Azlicares reductores son aquellos aziicares que poseen su grupo
carbonilo (grupo funcional) intacto, y que a través del mismo

pueden reaccionar con otras especies.

Fermentacion:

La fermentacién alcohdlica es una bioreaccion que permite degradar

azacarcs cn alcohol y didxido dc carbono. La conversién sc

representa mediante la ecuacion:

CGH1206 - 2C2H50H + ZCOZ

Las principales responsables de esta transformacion son las
levaduras. La Saccharomyces: cerevisiae, es la especie de levadura
usada con maés frecuencia. Por supuesto que existen estudios para
producir alcohol con otros hongos y bacterias, como 1a Zymomonas
Mobilis, pero 1a explotacion a nivel industrial es minimo. (Vazquez.

H y Dacosta. O, 2007).

El rendimiento tedrico estequiométrico para la transformacion de
glucosa en etanol es de 0.511 g de etanol y 0489 g de CO 2 por 1g
de glucosa. Este valor fue cuantificado por Gay Lussac. En la

realidad es dificil lograr este rendimiento, porque como se sefialo
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anteriormente, la levadura utiliza la glucosa para la produccién de

otros metabolitos. El rendimiento experimental varia entre 90% y
95% del tedrico, es decir, de 0.469 a 0.485 g/g.Los rendimientos en
fa industria varian entre 87 y 93% del rendimiento tedrico
(Boudarel, 1984). Otro parametro importante es la productividad
(g/h/1), la cual se define como la cantidad de etanol producido por

unidad dc ticmpo y dc volumen. (Vazquez. H y Dacosta. O, 2007).

2.5. CONCLUSIONES:
e De la caracterizacion fisicoquimica de la cascarilla de arroz, se determiné
que la celulosa es el componente mas abundante, seguido de la

hemicelulosa.

o Del pretratamiento térmico — alcalino de la cascarilla de arroz, se logré
reducir la concentracion de lignina en un 66.55%, mejorando sus

condiciones para su posterior hidrolisis enzimatica.

e Se determind que las concentraciones de enzimas Optimas para la hidrolisis
enzimatica de la cascarilla de arroz pretratada, estin en una relacion de 25:1

de celulasa respecto a f-glucosidasa.

e Los valores de los parametros cinéticos para las condiciones Gptimas del

proceso indican alta afinidad del sustrato por 1a enzima y baja reactividad.
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La hidrolisis de la cascarilla de arroz pretratada, a las concentraciones
Optimas de enzimas, dieron un rendimiento del 68.0% en azicares

reductores.

Se determiné que el hidrolizado de cascarilla de arroz pretratada contiene
un 52.43% de glucosa, y 16.55% de xilosa respecto a la concentracion de

azucares reductores.

Se comprobd que ¢l hidrolizado enzimatico obtenido fue fermentado a

etanol.

RECOMENDACIONES:
Realizar un proceso de deslignificaciéon bioldgica usando Pleurotus.
ostreatus, proceso que seria ambientalmente amigable, con la que se

pueden generar productos adicionales, como hongos comestibles y

complejos enzimaticos con actividades ligninasas.

Realizar la experiencia de la hidrdlisis enzimatica en un bioreactor

automatizado.
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