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RESUMEN

Dentro de las alternativas propuestas para el aprovechamiento de materiales
lignocelulésicos se incluye su transformacion o desdoblamientos en azlcares
fermentables (reductores), que luego permiten su aplicacion para la producciéon de
etanol. La presente investigacion tiene como objetivo aprovechar los residuos de
mango para obtener azlcares fermentables, se evalud dos tipos de pre tratamiento
para la deslignificacion de la materia organica (tratamiento térmico y tratamiento
guimico con NaOH), dos tipos de enzima (Complejo de Celulasas y Complejo de
enzimas) de la marca Novo Enzyme y la concentracibn de enzima de 400 a
900ppm. Se aplico el disefio experimental de D-6ptimo, con 14 tratamientos
experimentales teniendo como variable respuesta el rendimiento en azlcares
ferméntales como resultado de la deslignificacién. Obteniéndose como mejor pre-
tratamiento la deslignificacion quimica, con aplicacion enzimatica (Complejo

Celulasa) a 400 ppm maximizando el rendimiento de azucares fermentables.

Palabras claves: Hidrolisis enziméatica, Pre-tratamiento térmico, Pre-tratamiento

guimico, azlcares fermentables.



ABSTRACT

Among the alternatives proposed for the use of lignocellulosic materials processing
or splits in (reducing) fermentable sugars, which then allow their application for the
production of ethanol is included. This research aims to harness waste handle to
obtain fermentable sugars, two types of pre-treatment for delignification of organic
matter (heat treatment and chemical treatment with NaOH), two types of enzyme
(complex cellulases and Complex evaluated enzyme) brand Novo enzyme and
enzyme concentration of 400 to 900ppm. experimental design D-optimal for applied,
with experimental treatments having 14 as the response variable performance
ferméntales sugars as a result of delignification. Obtaining as best pre-treatment
chemical delignification, with application enzyme (Cellulase Complex) to 400 ppm

maximizing the yield of fermentable sugars

Keywords: Enzymatic hydrolysis, Pre-heat treatment, Pretreatment chemical,

fermentable sugars



INTRODUCCION

Los residuos lignocelulésicos generados en el procesamiento del mango como la
cascara, son considerados de poco valor y en algunos casos son desechados.
Dentro de las alternativas propuestas para el aprovechamiento de materiales
lignoceluldsicos se incluye la transformacion en azucares, que luego permitan su
aplicacion como materia prima en la produccion de etanol.

Dentro de los residuos producto de los procesos agroindustrial, se encuentran los
residuo del procesamiento de mango parte empleada en la alimentacién animal y
en otros casos degradada al ambiente como abono organico, sin embargo
ocasionando problemas de contaminacion ambiental, ya que no cuenta con un
manejo y control.

Como alternativa para dar solucion a este problema y generar valor agregado a
estos residuos agroindustriales del mango (Mangifera indica L), este puede ser
utilizado como sustrato para la degradacion biolégica del material lignocelulésico lo
convierte en un sustrato altamente productivo de azlcares fermentables, el que a
su vez tienen numerosas aplicaciones en procesos industriales, como la obtencién
de alcohol carburante permitiendo el maximo aprovechamiento de la materia prima,
y a largo plazo un incremento en su productividad a través del buen uso de sus
recursos.

Sin embargo, su aprovechamiento se ve limitado por la fuerte asociacion que existe
en su estructura (lignina, celulosa, hemicelulosa), siendo necesaria la aplicacion de
pre tratamientos que tienen como objetivo desintegrar esta matriz compleja de tal
manera que se mejore la hidrolisis, ya sea enzimatica o quimica, para la
produccion de azucares especialmente glucosa. Durante el pre tratamiento se
desagregan y rompen las fibras, ocurre un proceso de despolimerizacion y se
destruyen parcialmente los enlaces lignina-carbohidrato, como resultado, se
obtiene un producto fibroso cuya celulosa es mas accesible a la hidrélisis que se

quiera aplicar.



CAPITULO |: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1Situacion problematica:

En la actualidad el crecimiento y desarrollo de la industria ha conllevado a la
generacion de una gran variedad de residuos, poco aprovechados, que
vienen generando contaminacion, de igual forma el perfeccionamiento e
implementacion de nuevas técnicas o métodos para el aprovechamiento de
éstos debe investigarse y aplicarse. En el proceso productivo de los
alimentos, ademéas del producto deseado, se generan subproductos,
residuos y productos fuera de norma (Méndez, 1995), cada uno de los
cuales pueden servir para consumo humano o animal y aplicacion industrial,
lo que traeria beneficios econémicos. Sin embargo, la mayoria de este tipo
de industrias no tiene algun plan de manejo, que involucre su
industrializacion posterior, debido posiblemente al alto costo de su
reutilizacion. (C.E. Castrelldn Castafio; et al. 2007)

La agroindustria produce grandes cantidades de residuos que pueden ser
aprovechados de diversas formas. Entre estos residuos se encuentran los
provenientes de las frutas, los cuales pueden ser utilizados en alimentacion
animal y humana, abonos, obtencién de biogéas, en la extraccién de aceites
esenciales, pectinas, flavonoides, entre otros. Para la eleccién adecuada de
alguna de estas tecnologias se deben realizar evaluaciones tecnoldgicas,
comerciales y de riesgos. (Yepes, Sandra Milena, Montoya Naranjo, Lina
Johana, & Orozco Sanchez, Fernando, 2008)

En nuestro pais los residuos agroindustriales se arrojan a las basuras o en
algunos casos, se utilizan como abono y concentrados para animales.
(Quizhpi. L. 2008)

En la actualidad, los valles Piura (77.42 % de la produccion nacional total
pertenecen a este departamento) y Lambayeque se registra el mayor
porcentaje de produccién de mangos en el Perl, debido a las condiciones
favorables que permiten su cultivo. (Minag, 2012). Las empresas
procesadoras de pulpa de mango mantienen un rendimiento de pulpa
promedio de un 36%, es evidente que el porcentaje no aprovechado se
convierte en residuo que incluye cascara y pepas, residuos que no son

aprovechados sino enterrados para uso como abonos.



Actualmente, la produccion de azlcares fermentables enfrenta una crisis
socio-energética ya que estos se derivan exclusivamente del sector
alimenticio, una alternativa atractiva es la produccion a partir de materiales
lignoceluldsicos, residuos que no compiten directamente con los alimentos
destinados al consumo humano y animal y, ademas, permite aprovechar
grandes cantidades de biomasa que generan los procesos agroindustriales.
(Soccol et al. 2010)

Para el caso de mango congelado la cantidad de desechos es
aproximadamente de 40%, es por ello que se plantea una forma como
aprovechar estos residuos lignocelulésicos para obtener azucares
fermentables. (Moreno et al. 2009)

Estos residuos son materiales constituidos en su mayor parte por tejidos
lignoceluldsicos, los cuales se deben someter previamente a diferentes
tipos de tratamientos hidroliticos para poder aprovecharlos favorablemente
en la produccion de compuestos susceptibles de fermentacion (glucosa,
fructosa, manosa, xilosa, entre otros) elementos esenciales para la
produccion de diferentes compuestos de alto valor agregado. (L. F. Mejia
Giraldo, et al. 2007)

Una alternativa para el tratamiento de este residuo es la hidrélisis, con el fin
de obtener azlcares reductores capaces de poder fermentary de esta
manera obtener alcohol. La hidrdlisis tradicionalmente se realiza utilizando
agentes quimicos, denominandola “hidrdlisis acida” e “hidrélisis alcalina”, la
cual es un proceso complejo que tienen varias desventajas, entre ellas: El
desdoblamiento de celulosa a glucosa que puede provocar Ila
descomposicion de esta Ultima, y en forma simultanea la hemicelulosa se
puede desdoblar a pentosas, situacion que no es posible de controlar. Al
mismo tiempo, se forman los productos de la degradacion de la lignina que
son inhibidores de la fermentacion. (Guarnizo, et al. 2009)

Otra alternativa es el uso de las enzimas para lograr la hidrdlisis lo cual es
una técnica que aun se encuentra en estudio, debido que para aplicarla es
necesaria la modificacion genética de los microorganismos que puedan
coexistir bajo las mismas condiciones que los microorganismos

responsables de la sacarificacion y las levaduras fermentativas,



responsables de la conversion delos azucares reductores en etanol. (Lopez-
Miranda et al. 2009)

1.2Formulacion del problema:
¢, Qué pre-tratamiento, tipo y concentracion de enzima, permitird obtener la
mayor concentracién de azlUcares fermentables a partir de residuos de

mango?

1.3Justificacion e importancia:
Los residuos (materiales lignocelulosicos) agroindustriales tales como
cascaras, semillas y huesos, representan alrededor del 50% de la
agroindustria nacional. Estos residuos no tienen importancia comercial y se
eliminan como desechos o se utilizan como alimentos para ganado.
La utilizacion de materiales lignocelulésicos viene siendo investigada
intensamente, debido a que estos representan el mayor componente de los
residuos agricolas y desechos agroindustriales en el mundo, y constituyen
una fuente abundante y segura de recursos renovables y energia. (P.
Florian, C. Le6n F. Villanueva & C. Bardales, 2015). Sin embargo,
actualmente en Colombia estos residuos estan siendo subutilizados en
la mayoria de los casos causando serios problemas de contaminacion
ambiental por la deficiencia en disposicién final, a pesar de que son
potencialmente buenos para ser utilizados como materia prima en la
produccion de azucares, alimento para animales, biomasa microbiana,
produccion de acidos organicos y alcoholes, entre otros. (Mejia L., Martinez
H., Betancourt J, Castrillon C, 2007)
La hidrolisis enzimatica, por lo general, se aplica una vez que los residuos
han sido previamente tratados, para dejar las cadenas poliméricas mas
expuestas. Implica la accién de diferentes grupos de enzimas: las celulasas
(endoglucanasas, celobiohidrolasas también llamadas exoglucanasas y B-
glucosidasas); las hemicelulasas (endo-1,4-B-xilanasas, B-xilosidasa, a-L-
arabinofurosidasa y a-glucoronidasa); ademas de [(-manosidasa y J-
galactosidasa, asi como las fenol-oxidasas (peroxidasas y lacasas que
actuan sobre los alcoholes fendlicos de la lignina).

Uno de estos posible subproductos puede ser el etanol, para llegar a ello se
14



deben realizar estudios previos para el mejor aprovechamiento de los

sustratos contenido en este residuos, como son la enzima mas eficiente
durante la hidrolisis enzimatica, y el tiempo de accidn en el sustrato de la
misma para el desdoblamiento de las cadenas que finalmente resultan en
azucares reductores a partir de los cuales recién podriamos obtener el

alcohol.

1l.4Limitaciones de lainvestigacion
Se empleé un método espectrofotométrico para la cuantificacion de los
azucares fermentables y la reaccion enzima se realizé a nivel de laboratorio

con volumenes de reaccion de 10ml.

1.50bjetivos de la investigacion
Objetivo general.
e Obtener azucares fermentables a partir de los residuos de mango
(Mangifera indica L.).
Objetivos especificos.
e Caracterizar fisicoquimica de la cascara de mango (Mangifera
Indica), de la variedad Kent.
e Determinar el mejor pre tratamiento previo a la hidrolisis enzimatica.
e Determinar el tipo y concentracion de enzima que permita la mayor
produccion de azucares fermentables, a partir de la cascara de

mango (Mangifera Indica).



CAPITULO Il MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de estudios:

Autores: José Angel Granados Arvizu, Carlos Regalado Gonzéalez, Blanca
Estela Garcia Almendéarez, Aldo Amaro Reyes, Jorge E, Gracia Rodriguez,
Alfredo Martinez Jiménez.

Afo: 2015

Lugar: MEXICO

Titulo: Estudios sobre la optimizacion del pre tratamiento acido del
pericarpio de maiz para evaluar su viabilidad en la produccion de
azucares fermentables

El objetivo de este trabajo consistio en optimizar el pre tratamiento con
acido sulfarico diluido para maximizar la liberacibn de azlcares
fermentables del PM (Pericarpio de maiz). Se emple6é un disefio central
compuesto y la metodologia de superficie de respuesta para estudiar el
efecto del acido sulfarico (1.5 - 5 % v/v), tiempo (15 -40 min) y PM (10 - 20
% plv), sobre la liberacion de azucares reductores (AR) y glucosa (G). Las
muestras se sometieron a tratamiento térmico (120 °C), se neutralizaron
con NaOH, se filtraron y a la fraccion liquida se le determinaron azucares
reductores por DNS y glucosa (kit D-glucosa, Boehringer Mannheim). El
punto maximo alcanza los niveles requeridos para una fermentacion
eficiente, 50-100 g-L, Los azucares reductores obtenidos son mayores a
los reportados para bagazo de agave: 25.8 g-L, usando 2% de acido
sulfarico a 147 °C por 15 min. Se logro optimizar el pre tratamiento con
acido sulfarico del PM como primera etapa del proceso de produccion de
bioetanol. Los niveles maximos de AR se encontraron usando acido
sulfarico 4.9 (% v/v), sélidos de PM 20 (%p/v) y 34.92 min; produciéndose
90.57 g-L, de azucares reductores y 20.22 g-L, de glucosa. Experimentos
posteriores se enfocaran en la hidrolisis enzimatica de la fraccion sélida

para conseguir una mayor liberacién de azucares.



Autores: S.M. Gonzalez - Renteria, N.O. Soto-Cruz, O.M. Rutiaga-
Quifiones, H. Medrano-Roldan, J.G. Rutiaga-Quifiones2 & J. Lopez-
Miranda

Ano: 2011

Lugar: México

Titulo: Optimizacién del proceso de hidrolisis enzimatica de una
mezcla de pajas de frijol de cuatro variedades (pinto villa, pinto
saltillo, pinto mestizo y flor de mayo)

Se mezclaron, en igual proporcion, pajas de frijol de las variedades Pinto
villa, Pinto saltillo, Pinto mestizo y Flor de mayo. Se determind la
composicién quimica de la mezcla y se someti6 a pre tratamiento con
hidroxido de sodio al 0.1, 0.5y 1.0%, a 121°C durante 30, 60 y 90 min. Las
pajas pre tratadas se analizaron y sometieron a hidrolisis enzimatica
durante 10 dias a 45°C y pH 4.5, utilizando una carga enziméatica de 25
UPF/g de celulosa, de un concentrado enzimatico comercial (Celluclast 1.5
L) proporcionado por Novozyme. Los azucares producidos se determinarén
por el método de Miller y los valores obtenidos se utilizaron para calcular el
rendimiento de hidrélisis. Las condiciones “optimas de pre tratamiento e
Hidrolisis se obtuvieron utilizando el método de superficie de respuesta.
Los resultados muestran que la mezcla de pajas de frijol estd compuesta
por 31% de celulosa, 23% de hemicelulosa y 9% de lignina, que el pre
tratamiento afecta significativamente al rendimiento de hidrdlisis y que la
sacarificacion maxima (98.95 + 8.38%) se obtuvo para un pre tratamiento
con 0.5% de NaOH durante 90 minutos a 121°C, con un tiempo de
hidrdlisis de 240 h a pH 4.5 y 45°C, utilizando una carga enziméatica de 25
UPF/g de celulosa.



Autores: Javier Lépez-Miranda, Nicolas o. soto-cruz, Olga m. Rutiaga-
quifiones, Hiram Medrano-Roldan & katiuska Arévalo-nifio

Ano: 2009

Lugar: México

Titulo: Optimizacion del proceso de obtencidén enziméatica de azucares
fermentables a partir de aserrin de pino

Con el propésito de aprovechar un recurso que en la actualidad es un
desecho contaminante generado durante el aserre de la madera en
Durango, México, se probaron los métodos de pre tratamiento alcalino,
acido y explosién con vapor a temperatura de autoclave, para realizar la
hidrélisis enzimética de aserrin de pino obtenido de tres aserraderos de la
ciudad de Durango y recuperar los azlcares contenidos en él. Se encontrd
que el pre tratamiento con NaOH a 120 °C proporciona mejores resultados
que los tratamientos con acido sulfurico diluido y por explosion con vapor a
121 °C. Se optimizo el pre tratamiento alcalino por el método de superficie
de respuesta. Los resultados muestran que la concentracion oOptima de
azucares reductores, con un valor de 48 %, se obtuvo después de un pre
tratamiento con 8 % de NaOH durante 85 minutos a 120 °C, a un pH de
hidrélisis de 4.5, durante 240 h, con una carga enziméatica de 25 UPF/g de
carbohidratos totales. Por comparacion con los resultados reportados en la
literatura, se encuentra que el procedimiento obtenido es susceptible de ser

utilizado para el aprovechamiento de este recurso.



Autores: J. Saucedo-Luna, A. J. Castro-Montoya, M. D. C. Chavez-Parga,
J. Campos-Garcia

Afo: 2009

Lugar: México

Titulo: Sacarificacion del bagazo de agave tequilana weber

El objetivo del trabajo es evaluar la composicion del residuo y su factibilidad
de conversion a azucares fermentables, para su posterior uso en la
produccion de bioetanol. El residuo de Agave Tequilana Weber fue
recolectado, secada, molida y se homogeneiz6. Se determiné la
composicién principal (2, 3 y 4). El material se sacarific6 con métodos
diferentes obteniendo las condiciones Optimas, la fracciéon liquida de todas
las muestras se analizaron para determinar los azlUcares fermentables en
un cromatografo de liquidos (HPLC, Varian) con una columna Meta Carb
87C y un detector de IR (indice de refraccién). Los componentes del
bagazo de Agave Tequilana Weber son 42% de celulosa, 20% de
hemicelulosa y 15% de lignina. La sacarificacion del bagazo de agave se
realizd con, a) hidrdlisis acida, b) hidrdlisis enzimética y ¢) combinacion de
las anteriores. La hidrolisis acida se realizd con acido sulfarico diluido en
dos etapas. Se adoptdé un disefio de experimentos factorial con multiples
niveles y el método de superficie de respuesta para la optimizacién del
proceso de hidrolisis. Se obtienen con la hidrdlisis acida (dos pasos) 314
g/kg de bagazo, para un rendimiento del 45%. La hidrdlisis enzimética se
realizé en dos pasos utilizando celulasas comerciales obteniendo 344 g/kg
de bagazo y un rendimiento del 50%. Finalmente la combinacion del primer
paso de hidrdlisis acida seguida de dos pasos de hidrdlisis enzimatica da
como resultado 609 g/kg de bagazo y un rendimiento de 88.51% de
azucares fermentables con respecto al tedrico. De acuerdo a los resultados
obtenidos se seleccioné este Udltimo arreglo para la sacarificacion del
bagazo. De lo anterior se concluye que el bagazo de Agave Tequilana
Weber es una excelente fuente potencial para la obtencion de azucares

fermentables.



Autores: L. F. Mejia Giraldo, H. A. Martinez Correa, J. E. Betancourt
Gutiérrez y C. E. Castrillon Castafo

Afio: 2007

Lugar: Colombia

Titulo: Aprovechamiento del residuo agroindustrial del mango comun
(Mangifera indica l.) en la obtencién de azlucares fermentables

En este trabajo se aplicaron tratamientos de hidrolisis al residuo del mango
comun con el fin de hacer la conversion de sus polisacaridos a unidades de
azucares fermentables. Se aplicé hidrolisis acida a tres concentraciones
diferentes de &cido sulfarico diluido. También, se aplico hidrolisis
enzimatica con dos tipos de enzimas comerciales a diferentes
concentraciones en las condiciones de trabajo estandar. De igual manera
se aplicdo hidrélisis térmica a dos temperaturas diferentes. A cada
tratamiento aplicado se le efectuaron pruebas de concentracion de
azucares totales, concentracion de azucares reductores, porcentaje de
celulosa y hemicelulosa residual, datos con los cuales se determinaron los
mejores tratamientos y se procedi6 a efectuar combinaciones de los
mejores tratamientos de hidrolisis. El tratamiento mas significativo de las
pruebas individuales fue el de hidrélisis acida a 0,50% v/v de &cido sulfarico
a 80°C por una hora. En los tratamientos combinados el resultado mas
significativo fue el tratamiento en el que se combinaron la hidrdlisis
enzimatica (como pre tratamiento) mas una hidrdlisis térmica e hidrolisis
acida. Por razones de Seguridad en el uso de reactivos, asi como
eliminacién de efectos colaterales Adversos para la fermentacion alcohdlica
posterior, se seleccioné el procedimiento que involucra la hidrélisis térmica
como pre tratamiento y la hidrolisis enzimatica como tratamiento principal,
como el tratamiento de mejor aplicacién en la produccion de metabolitos
fermentables a partir de residuos de mango comun con finalidad

produccion de alcohol posteriormente.

20



2.2 Estado del Arte:

La creciente demanda de energia en el mundo ha generado el consumo
acelerado de los combustibles petroquimicos, agotamiento de las reservas
petroleras y problemas de contaminacion asociados a su combustion. En
este sentido, surgen formas de energia alterna: edlica, solar, hidrogeno y
biogas; los liquidos como el biodiesel y el bioetanol (Garcia, 2008). El etanol
es producido por sintesis quimica a partir del etileno y por via biologica a
partir de la fermentacion de los azUcares; su principal aplicacién es en la
industria de las bebidas alcohdlicas y en Ultimas décadas se plantearon
tecnologias para usarlo como aditivo o sustituto de las gasolinas (Sanchez y
Cardona, 2008). Se produce por fermentacion de los azucares obtenidos de
cafia de azucar, maiz, remolacha y biomasa lignocelulosica. El termino
biomasa lignocelulosica se refiere a toda la materia organica de origen
vegetal o animal, que incluye materiales procedentes de su transformacion
natural o artificial (Dashtban & col. 2009).

La utilizacibn de materiales lignoceluldsicos viene siendo investigada
intensamente, debido a que estos representan el mayor componente de los
residuos agricolas y desechos agroindustriales en el mundo, y constituyen
una fuente abundante y segura de recursos renovables y energia. (L. F.
Mejia et all. 2007). Para obtener combustibles como el etanol a partir de la
biomasa, se requiere una serie de procesos, siendo el primero de ellos la
sacarificacion o conversion de sus componentes como la celulosa y
hemicelulosa en azlcares fermentables. (Narciso V. & Daniela G., 2007)
Narciso V. & Daniela G. (2007), estudiaron el proceso de hidrélisis
enzimatica, con lo cual se busca conocer las mejores condiciones de
operacion y verificar su viabilidad a nivel industrial. Para ello, realizaron una
serie de pruebas de laboratorio para determinar los valores éptimos de las
variables de operacion (concentracion de enzima, concentracion de
sustrato, tamafo de particula de sustrato y tiempo de reaccion), verificar las
ventajas de la realizacion de pre tratamientos, establecer las diferencias del
proceso de hidrdlisis enzimatica para diferentes sustratos, comparar al
proceso de hidrélisis enzimatica con el de hidrdlisis quimica y establecer las

caracteristicas mas importantes del reactor que llevara a cabo al proceso a
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escala industrial. Los resultados obtenidos demuestran que la enzima
celulasa es capaz de hidrolizar a la celulosa contenida en el bagazo de
cafa y que el proceso de hidrélisis enzimatica se ajusta a los fundamentos
tedricos presentados por Michaelis y Menten. De acuerdo a los resultados
obtenidos, se concluyé que la concentracion 6ptima de enzima para la
realizacion del proceso de hidrolisis es de 12 g/l, concentracion Optima de
bagazo de cafia es de 25 g por litro de solucién y tiempo Optimo de
reaccion para lograr los méaximos rendimientos con un tamafio de reactor
pequefio es de 2 horas. A su vez, se recomienda realizar estudios mas
profundos en el campo de la produccion de enzimas para asi optimizar
dicho proceso y reducir costos.

Considerando que la paja de frijol es un material lignocelulésico con
potencial para ser usado como materia prima para la produccion de etanol
combustible; S.M. Gonzalez-Renteria et al (2011) investigaron las
condiciones Optimas de pre tratamiento que permitan obtener el maximo
rendimiento de azlcares fermentables por hidrélisis enzimética de una
mezcla de pajas de frijol de las variedades Flor de mayo, Pinto Villa, Pinto
mestizo y Pinto Saltillo. El pre tratamiento con NaOH reduce los contenidos
de hemicelulosa y deja practicamente intactos los contenidos de celulosa y
lignina. El rendimiento maximo de azlcares reductores obtenido fue de
92+5% para la hidrélisis enzimatica de la paja de frijol pre tratada con 0.66%
de NaOH a 120°C, durante las 168h de hidrélisis. Es posible detener el
proceso de hidrolisis a las 48 horas, a expensas de una pérdida de 15% de
rendimiento. El rendimiento obtenido para la hidrdlisis de la mezcla de pajas
de frijol sin pre tratar (76,37+13.775), la sita como una materia prima
sumamente atractiva para la produccion de etanol combustible, toda vez
gue el costo del pre tratamiento es uno de los principales factores de costo
de este proceso. Los rendimientos expresados como porcentaje de
azucares reductores, en las condiciones de pre tratamiento encontradas,
permiten afirmar que la paja de frijol puede ser utilizada como sustrato para
la produccién de azucares fermentables y por tanto de etanol combustible.

Los modelos obtenidos para el pre tratamiento y la cinética de hidrélisis

22



pueden ser utilizados para explicar el comportamiento de la misma en el
espacio experimental investigado.

Diaz A. en el 2005 investigo el empleo de residuos procedentes de la venta
de verduras y hortalizas, en concreto pimientos, tomates y patatas, a los
que aplico pre tratamientos de hidrolisis acida, térmica y enzimatica con el
fin de seleccionar el mas adecuado. Su objetivo fue extraer la maxima
cantidad posible de azucares reductores que puedan ser fermentados en la
etapa siguiente a la hidrodlisis. La hidrolisis térmica a 110 °C y la hidrolisis
termo-acida con H>SO4 al 5% demostraron, en ningun caso, ser eficaces
para aumentar la extraccion de azucares reductores, produciéndose por el
contrario una degradacion de los azucares a nivel general. La hidrolisis
térmica, enzimatica y la combinacién de ambas permitieron aumentar el
contenido de azlcares totales y reductores extraido en todos los casos.
Mientras que la hidrdlisis térmico-enzimatica resulto ser el pre tratamiento
mas eficaz para la obtencion de caldos con mayor contenido de azucares
reductores frente al material sin tratamiento, incrementandose en 54% para
el pimiento y en un 59% para el tomate. El mayor incremento obtenido se
observa en la patata aumentando de 0.02 g de azUcares reductores iniciales
a 19.45 g de azucares reductores extraidos por cada 100 g de residuo tras
la hidrolisis.
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2.3 Bases tedrico - cientificas
2.3.1. Mango

El mango (Mangifera indica L) es originario de Asia, especificamente de
la region Indo - Birmanica, cultivandose en la India desde hace mas de
cuatro siglos. Este frutal fue introducido a nuestro pais a través de los
espafoles, en el afio de 1779, quienes trajeron las primeras variedades
de las Islas Filipinas. A pesar de no ser un cultivo nativo del continente
americano ha llegado a ocupar un lugar primordial. (Galan, 1999).

El mango es el miembro mas importante de la familia de las
Anacardidceas o familia del marafidén, género Mangifera, el cual
comprende unas 50 especies, nativas del sureste de Asia e islas
circundantes, salvo la Mangifera africana que se encuentra en Africa.
Est& reconocido en la actualidad como uno de los tres o cuatro frutos
tropicales mas finos. (Galan, 1999).

Su forma es variable, pero generalmente es ovoide-oblonga o
arrifionada, notoriamente aplanada, redondeada, u obtusa en ambos
extremos, con un hueso central grande, aplanado y con una cubierta
lefiosa, de 4-25 centimetros de largo y 1,5-10 de grosor, su peso varia
desde 150 gramos hasta los 2 kilogramos. El color puede ser entre
verde, amarillo y diferentes tonalidades de rosa, rojo y violeta, mate o
con brillo. Su pulpa es de color amarillo intenso, casi anaranjado. De

exotico, suculento, muy dulce y aromético.

Propiedades nutricionales y funcionales del mango

Desde el punto de vista del valor nutritivo, el mango es una fuente
importante de fibra y vitaminas. La pulpa del mango presenta una
concentracion significativa de compuestos bioactivos tales vitamina A
(esencial para el mantenimiento de los tejidos epiteliales piel y
mucosas), asi como de compuestos con una gran actividad antioxidante
entre ellos la vitamina C, vitamina E, polifenoles, carotenos, entre otros,
ademas de presentar una importante concentraciéon de minerales como
potasio y magnesio, los cuales intervienen en la transmision nerviosa y

muscular, también aporta pequefias cantidades de hierro, fésforo y
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calcio. Asi mismo, la pulpa del mango contiene fibra soluble (pectinas),
acidos organicos (citrico y malico) y taninos. En su composicion destaca
igualmente la presencia de una sustancia denominada manguiferina, que
en animales de experimentacién parece ejercer una accion antioxidante,
inmunomoduladora, antiviral y antitumoral (Guha, S. et al, 1996;
Sanchez G, et al., 2000).

Tabla 2.1.
Contenido nutricional de la fruta del mango.
Contenido por cada 100 g de mango

Agua 834¢g
Proteinas 0.5
Grasas 0
Carbohidratos 15¢9
Fibra 0.8¢g
Calcio 10 mg
Hierro 0.5mg
Vitamina A"~ 600 i.u
Tiamina 0.03 mg
Riboflavina 0.04 mg
Vitamina ¢ 3mg
Desechos () 28.38 %

Fuente: Bangerth y Carle, 2002

2.2.3.1. Residuos agroindustriales
Llamamos residuo a cualquier tipo de material que esté generado por
la actividad humana y que esta destinado a ser desechado. Hoy en
dia la sociedad tiende en gran medida hacia los productos
descartables, generdndose de esta manera una necesidad de
producir mas y mas elementos de consumo. La industria genera una
gran cantidad de residuos muchos de los cuales son recuperables. El
problema esta en que las técnicas para aprovechar los residuos y
hacerlos Utiles son caras y en muchas ocasiones no compensa

econdmicamente hacerlo. De todas formas, estd aumentando la
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proporcién de residuos que se valorizan para usos posteriores.
(Quizhpi. L. 2008).

En el sector de la industria alimentaria y agroindustria se produce un
volumen elevado de estos residuos, que proceden del procesado de
la materia prima y del descarte. La cantidad generada puede suponer
un 20-40% de toda la materia prima introducida en la industria.
Algunos datos que proporcionan una idea del volumen de residuos
gue generan diferentes tipos de industrias son los siguientes: la
industria de la cerveza solamente utiliza el 8% de los componentes
del grano, la industria del aceite de palma utiliza el 9%, la industria del
café utiliza el 9.5%, y la industria del papel utiliza menos del 30%, el
resto es un residuo (Saval. 2012) En concreto, el sector de los
transformados  vegetales (conserva, congelados, Zumos,
concentrados y néctares de frutas y hortalizas) genera cantidades
importantes de residuos y subproductos organicos.

Tabla 2.2.
Porcentajes de residuos generados en funcion de la materia prima procesada
(Adaptada de Ros et al., 2012

% de materia prima

Materia prima Tipo de restos convertida en residuo
Tomate Piel, pepita, 15
podridos
Esparrago Piel, trozos 51
Alcachofa Bracteas, tallos 60 65
Puerro Hojas, raices 47
Acelga Pencas, hojas 48
Espinacas Hojas secas 13
Melocoton Piel, huesos 22-28
Judia verde Puntas 28
Pera Piel, peciolos, 42-45
corazon
Pimiento piquillo Corazones, piel 53
Pimiento morrén Corazones, piel 50-60

Fuente: USDA, 2006

El porcentaje de restos organicos generados en la elaboracion de
transformados vegetales es muy variable, ya que esta determinado

principalmente por la materia prima a procesar (tamafo, forma, partes
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aprovechables...) y su proceso de transformacion, lo que implica que
los niveles de residuos sean distintos en cada caso (Tabla 2.2).

Al igual que otros sectores de la economia, la agroindustria ha
generado grandes cantidades de residuos, causando muchos dafios
ambientales como la contaminacion de los suelos, el agua y la
atmosfera. Estos residuos se generan especialmente para las
industrias de transformacion de fruta, carne, pasta y papel, entre otros
(Dantas & Aquino. 2010). Para suavizar los efectos de los problemas
causados por la eliminacion incorrecta, una serie de medidas para
proteger y restaurar el medio ambiente se expanden en diversos
sectores de la produccion y la sociedad han reflejado con mayor
profundidad el tema de la contaminacion producida por los residuos
generados (Silva, 2006).

Entre estas medidas, se estan realizando varios estudios para
disfrutar estos residuos se consideran subproductos o productos
secundarios y su uso puede ser una alternativa viable y prometedor,
ya que se generan en grandes cantidades y con frecuencia sin valor
comercial (Santos, 2010). Los residuos organicos tales como el
salvado de cacao, bagazo, por ejemplo, son ricos en compuestos
lignocelul6sicos que son compuestos organicos mas abundantes en la
tierra, disponibles en las paredes celulares de las plantas.

La formacién de las paredes celulares se produce durante el proceso
de la division celular, y que son: la pared primaria, que se compone
de celulosa, hemicelulosa y otros polisacaridos y la pared secundaria,
gue basicamente consiste en celulosa y otros polisacéaridos, y otras
sustancias tales como lignina se depositan en la pared. La lignina se
une fuertemente a la fibra de celulosa y la hemicelulosa, y que la
formacion del complejo lignoceluldsico es resistente a la conversion
por agentes quimicos y microbianos (Zufiga 2010). El porcentaje de
la composicién puede variar segun la especie, pero la mayor parte es
la celulosa, la lignina y la hemicelulosa seguido de (Santos et al.
2011).
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2.2.3.2.

2.2.3.3.

Biomasa celulésica: propiedades y caracteristicas

La biomasa, en general se refiere a cualquier materia organica
procedente de las plantas, los animales o los procesos de
transformaciones naturales o sintéticas. Entre los tipos existentes de
la biomasa, biomasa lignocelulésica residual ha recibido una gran
atencion en los ultimos afos debido a la disponibilidad a gran escala y
bajo costo en la obtencion. Ademas, es una fuente abundante de
energia renovable que puede utilizarse para la produccion de forma
respetuosa del medio ambiente de combustible (Betancur et al. 2010).
Las ventajas que presentan frente a las materias primas tradicionales
para la produccion de combustibles como el petrdleo y el azucar de
cafia, son numerosos. En primer lugar, los materiales lignocelulésicos
son los mas abundantes de la biomasa en la Tierra, no se concentra
en unas pocas regiones del mundo, como el petrdleo. En segundo
lugar, el etanol es menos contaminante que los combustibles
derivados del petréleo. Por dltimo, dado que el  material
lignoceluldsico es residuos procedentes de actividades industriales y
agricolas, el conflicto entre el uso del suelo para la produccion de
alimentos y el cultivo de materias primas para la industria de la

energia se reduce al minimo (Hahn-Hagerdal et al. 2006).

Compuestos lignocelulésicos

a. Celulosa
La celulosa es un polimero lineal formado por unidad estructural

B-D-glucosa, unidas por enlaces glucosidicos R-del tipo (1 — 4)
como se muestra en la Figura 1 (Santino et al.,, 2008). Dos
unidades adyacentes forman un enlace glucosidico la eliminacion
de una molécula de agua e implica los grupos hidroxilo de los
carbonos 1 y 4, esta estructura disacarido recibe el nombre de
celobiosa, que es la unidad conformacional minimo de celulosa,
de los que la glucosa es la unidad fundamental de la cadena
(Aguilar, 2010).
Tipicamente, el tamafio de la molécula de celulosa se expresa en
funcidén del numero de unidades de glucosa presentes en la fibra
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(Santos, 2010). En la sintesis de las moléculas de celulosa, se
someten a un reordenamiento y forman un gran numero de
enlaces puente de hidrégeno para competir con el agua para la
hidratacion de hidroxilos, donde forma un complejo cristalino
llamado microfibrillas muy comprimido, deshidratada que resiste
grandes acciones exteriores, tales como la hidrélisis acida y
también la enzima (Santos, 2011). Sin embargo, la cristalinidad no
sblo es capaz de prevenir la hidrélisis enzimatica si una alta

concentracion de enzima se utiliza (Santos, 2010).

Figura 2.1.

Cadena de celulosa (que muestra los enlaces glucosidicos del tipo - (1 —
4)). BIOMASA, 2012.

Fuente: Santino et al. (2008)

b. Hemicelulosa
La hemicelulosa no es quimicamente homogénea, a diferencia de

la celulosa, es un heteropolisacarido, que tiene cadenas laterales
cortos de los diferentes tipos de azlcares (Santino et al. 2008).
Entre las sustancias que se encuentran en la mayoria de las
hemicelulosas son pentosas (xilosa, ramnosa y arabinosa),
hexosas (glucosa, manosa y galactosa) y los acidos urénicos
(acido 4-O-metil-glucurénico vy galacturonico acido).
Hemicelulosas polimeros pécticas estan interconectados por
fibrillas de interconexion (Cutter, 1986). Segun Santos (2008), el
término hemicelulosa se refiere a un compuesto quimico no se

define, pero una clase de componentes poliméricos presentes en
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los vegetales fibrosos, que poseen, cada uno propiedades

peculiares que lo componen.

La lignina
La lignina es una macromolécula ramificada (Figura 2.2) en

amorfo, con estructura heterogénea formando una red de anillos
aromaticos unidos principalmente enlaces de éter de alquilo arilo.
Los actos de lignina como un soporte de defensa que actia como
una barrera natural contra el tejido de las plantas y los
microorganismos que pueden formar complejos con enzimas de
alta estabilidad (Zufiga 2010). También se sabe que la lignina es
importante en el transporte de agua, nutrientes y metabolitos
(Saliba et al. 2001).

La estructura tridimensional de la lignina confiere rigidez y
resistencia de compresion en la pared celular, que también actla
como un agente de unién permanente entre las células (Santos,
2008).
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Figura 2.2.

Esquema estructural propuesto para lignina Picea Abies Veloso (1993)
Fuente:http://academic.scranton.edu/faculty/CANNMZ1/inorganic/inorganicmod
ulespan.html
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d. Otros Componentes
Componentes no estructurales como extractivos, los no extractivos y

proteinas también son importantes al considerar la constitucion del
material lignocelulésico. Estan presentes en proporciones menores,
gue consta de grasas, aceites esenciales, grasas, gomas,
almidones, alcaloides, resinas y otros componentes citoplasmaticos
(Fengel & Wegener. 1989).

Los extractos pueden ser extraidos con disolventes orgénicos o
acuosos y determinar algunas caracteristicas de la planta, como el
color, el olor, la resistencia natural a la putrefaccion, el sabory
propiedades abrasivas (Fengel & Wegener. 1989).

El no extractivo consisten en compuestos inorganicos tales como
silice, carbonatos y oxalatos. Estos componentes generan
problemas con la bioconversion debido a la presencia de inhibidores

en el pre-tratamiento (Mc Millan, 1996).

2.2.3.4. Enzima

La historia de las enzimas comienzan a principios del siglo XIX,
cuando fueron descubiertos y desde entonces muchos estudios sobre
ellos, se han realizado (Santino, 2008).

Ellos catalizan diferentes estructuras y realizar diversas tareas como
la biosintesis de muchos metabolitos. Actualmente enzimas para uso
industrial son uno de los principales intereses del mercado de la
biotecnologia. Las enzimas Celulasas son un complejo de enzima
responsable de la degradacion celulosa y se divide en:
endoglucanasas y exoglucanasas. Las endoglucanasas son
responsables de iniciar la hidrélisis y rapidamente solubilizar el
polimero celulésico, rompiendo primero los enlaces internos
oligosacaridos produccion de bajo peso molecular (Santos et al.
2011), y asi liberar nuevos terminales, un reductor y un no reductor.
Los exoglucanasas son enzimas que actlan sobre la region exterior
de la celulosa, que se dividen en celobiohidrolasas, liberando

celobiosa de las extremidades de pulpa y de los glucanohidrolasas,
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2.2.3.5.

hidrolizar fibra de celulosa liberacion de la glucosa directamente de
polimero (Santos et al. 2011). La xilanasa es una enzima que hidroliza
presente xilano en hemicelulosa (Alexandrino et al. 2007), ya su vez,
ha atraido la atencién de la industria de la alimentacién y la industria
de los combustibles liquidos, entre otros. La lacasa, peroxidasa de
lignina peroxidasa y manganeso, que son enzimas lignoliticas
responsables de la degradacion de la lignina, también se destacan en

diversos estudios.

Hidrdlisis del material lignocelulésico

Los polimeros presentes en los materiales lignocelulésicos necesitan
ser convertidos en azlcares simples antes de la fermentacion, a
través de un proceso llamado hidrolisis. Varios métodos han sido
descritos para la hidrélisis de estos materiales. El mas comunmente
citados son la hidrélisis acida y enzimatica. Muchos productos pueden
ser resultado de la hidrélisis del material lignocelulésico. Cuando se
hidroliza la hemicelulosa, el producto generalmente se libera en el
medio es xilosa, manosa, acido acético, galactosa y glucosa. La
principal aplicacion de xilosa es para la bioconversion de xilitol se usa
como un edulcorante. Sin embargo, la degradacién de xilano produce
ocho productos principales: agua, metanol, acido férmico, acético y
propiénico, hidroxi-1-propanona, 1-hidroxi-2-butanona y furfural. En
condiciones de alta temperatura y presién, la xilosa es preferiblemente
degradado a furfural, mientras que la celulosa se hidroliza en glucosa
(Balat, 2011).

a. La hidrdlisis acida
El material lignoceluldsicos puede ser hidrolizado quimicamente
por adiciobn de acido. El acido sulfurico se utiliza con mayor
frecuencia, segun el precio y la toxicidad. La hidrdlisis acida se
puede dividir en dos categorias: la hidrdlisis con acido concentrado
y con acido diluido. El proceso acido concentrado que funciona a
bajas temperaturas (40°C) para dar altos rendimientos de azucar.
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Sin embargo, el consumo de acido es alta, mientras que se
consume poca energia para la recuperacion y reciclado del acido.
Ademas, el equipo puede corroer y se requiere un tiempo de
reaccion de 2 a 6 horas (Taherzadeh & Karimi 2007). El proceso de
acido diluido se lleva a cabo bajo alta temperatura y presién, con
un tiempo de reaccidon en el intervalo de segundos o minutos, lo
que facilita proceso continuo. El proceso consiste en una solucion
de &cido diluida de aproximadamente 1% de H2SO4 en un reactor
de flujo continuo a una temperatura alta (aproximadamente 215 °C)
(Balat, 2011).

La hemicelulosa es generalmente mas susceptibles a la hidrolisis
acida que la celulosa y puede obtener rendimientos superiores al
85% en condiciones relativamente suaves. Condiciones mas
estrictas logran altos rendimientos de glucosa a través de la
celulosa, sin embargo, conducen a la degradacion de los azUcares
de hemicelulosa son hidrolizados por primera, lo que resulta en
bajos rendimientos y productos no deseados, también son
inhibidores potentes de la fermentacion. Para reducir la
degradacion monosacéarido a alta temperatura, la hidrdlisis con
acido diluido se suele realizar en dos etapas: la primera con la
hemicelulosa disuelta en condiciones relativamente suaves, y la
segunda con los residuos sélidos hidrolizada bajo las mas duras
condiciones necesarias para descomponer la celulosa (Taherzadeh
& Karimi. 2007).

La hidrdlisis implica el tratamiento de lignocelulosa a alta
temperatura en condiciones acidas conduce a la formacion y
liberacion de muchos compuestos. Cuando se degrada la
hemicelulosa, se forman xilosa, manosa, acido acético, galactosa y
glucosa. La celulosa es hidrolizada a glucosa. La temperatura y
presiébn alta, xilosa es mas degradada a furfural y 5-
hidroximetilfurfural (HMF) est4 formado a partir de la degradacion
de la manosa, galactosa y glucosa. Aunque puede haber la
formacion de acido féormico a partir de furfural y HMF a acido
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levulinico y degradacion de HMF. Se generan a partir de lignina y
compuestos fenodlicos también se pueden formar durante la
degradacion de los hidratos de carbono (Palmqvist & Hahn-
Hagerdal. 2000).

. La hidrodlisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica de la lignocelulosa se lleva a cabo por las
enzimas Celulasas, que degradan la celulosa y por enzimas que
atacan la hemicelulosa tales como glucoronidasa, acetilesterasa,
xilanasa, p-xilosidasa y glucomanase galactomanase. Los
productos de hidrélisis son generalmente azlcares reductores,
incluyendo glucosa y xilosa (Sun & Cheng. 2002).

La ruta enzimatica ha recibido gran atencién entre las diferentes
alternativas tecnolégicas para la hidrélisis del material
lignoceluldsico para la produccion de etanol. La principal ventaja
relacionada con el uso de enzimas es la condicién de la operacién
suave, lo que resulta en una formacion reducida de productos de
degradacion, lo que elimina las etapas posteriores para la
eliminacién de, acido acético y furfural acido levulinico (Soccol et
al. 2010).

Ademas, el uso de enzimas evita etapas de neutralizacion
posteriores que ademas de utilizar productos quimicos, consume
una gran cantidad de agua, conduce a la generacion de un efluente
toxico que debe ser tratada antes de la liberacion al medio
ambiente.

A pesar de las numerosas ventajas que ofrece la hidrolisis
enzimatica de residuos agroindustriales, el costo de las enzimas ha
obstaculizado el despliegue y la difusibn de esta tecnologia.
(Cheng & Qiu. 2010) afirman que las celulasas son responsables
de 30% a 50% del coste total del proceso. Varias investigaciones
se han desarrollado con el fin de reducir el impacto del precio de
las enzimas en la cantidad de etanol producido con resultados
alentadores, pero todavia no totalmente satisfactoria. Para el etanol
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de segunda generacion a ser econémicamente viable, el costo total
de las enzimas debe estar por debajo de $ 0.16 por galon de etanol
(Politzer & Bon. 2006).

La hidrdlisis enzimatica de materiales lignoceluldsicos esta limitada
por varios factores, tales como la cristalinidad de celulosa, grado de
polimerizacion, la humedad, la superficie y lignina (Hendriks &
Zeeman. 2009).

En el caso de la hidrélisis enzimatica de la celulosa, la
concentracion de sustrato es un factor importante que afecta el
rendimiento y la velocidad inicial de la hidrolisis. La alta
concentracion puede causar la inhibicion de sustrato, lo que
reduciria sustancialmente la velocidad de hidrolisis. La lignina
interfiere con la hidrdlisis para bloquear el acceso de las celulasas
sobre la celulosa y se unen de forma irreversible las enzimas
hidroliticas. En vista de esto la eliminacion de la lignina puede
aumentar significativamente la velocidad de hidrélisis (Sun &
Cheng. 2002).

Varios estudios incluyen el uso de la hidrélisis enzimatica, lo que
lleva a un aumento considerable en los ultimos afios. Chen et al.
Hidrolisis enzimética y etanol (2007) realizaron utilizando la
mazorca de maiz. Gottschalk, Oliveira & Bon (2010) probaron la
accion sinérgica de celulasa, xilanasa, B-glucosidasa y &acido
ferulico esterasa en la hidrolisis del bagazo de la cafia de azucar.
Aguilar (2010) estudio la hidrolisis enzimatica de lignocelulésica
bagazo de cafa de residuos, pericarpio de maiz y paja de trigo
usando celulasa producida por el hongo Aspergillus Niger. Ademas
de estos, se ha informado de otras formas de hidrdlisis de la
celulosa, tales como en agua supercritica (Saka; Ueno, 1999),
ultrasonido (Sulaiman et al. 2010), asi como la hidrdlisis enzimatica
de la carboximetilcelulosa basados la frecuencia de transmision de

un sensor de ondas acusticas (He et al. 2000).
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2.2.3.6.

Factores que afectan ala hidrélisis enzimatica

El pretratamiento es un paso necesario para cambiar algunas de
las caracteristicas estructurales de la lignocelulosa, el aumento de
la accesibilidad de glucano y xilano para el ataque enzimético.
Como se ha mencionado, estas modificaciones estructurales
dependen en gran medida del tipo de tratamiento previo aplicado y
tiene un gran efecto sobre la hidrdlisis enzimatica y los pasos
subsiguientes (Alvira et al. 2010).

Los principales factores que influyen en la hidrdlisis enzimética de
la celulosa en materias primas lignocelulésicas se pueden dividir en
factores relacionados con la enzima y el sustrato, aunque muchos
de ellos estan unidos entre si durante la hidrolisis (Alvira et al.,
2010). Los factores que afectan sustratos de hidrolisis enzimatica
incluyen celulosa, la actividad celulasa y las condiciones de
reaccion (temperatura, pH, y otros parametros) (Sun &Cheng.
2002).

Se observé que el pretratamiento mejora la hidrélisis, pero en
algunos casos aumenta el indice de cristalinidad de la fraccion
celulésica. Esto fue sugerido que es debido a la eliminacién o
reduccion de la celulosa amorfa mas facilmente disponible después
de pre-tratamientos como la explosion de vapor. En contraste, el
pretratamiento con pH alto se encuentra que tiene menos efecto y
reducir la cristalinidad de la biomasa en algunos casos (Alvira et al.
2010).

La longitud de la cadena de celulosa, tal como se mide por el grado
de polimerizacién por una variedad de métodos, una caracteristica
importante es que el material se convierte en azlcares
fermentables por digestion enzimética. La caracterizacion exacta
de la longitud natural de la cadena de celulosa es fundamental para
estudiar el rendimiento de la celulasa, especialmente en el caso de
exo-Celulasas (Hubbel & Ragauskas. 2010).

El grado de polimerizacion se relaciona principalmente con otras

caracteristicas del sustrato, como la cristalinidad. Aunque el papel
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de la longitud de la cadena de glucano no se conoce
definitivamente, se cree que afecta a la hidrdlisis de la celulosa. La
despolimerizacion depende de la naturaleza del sustrato. En la
hidrolisis enzimética, endoglucanasas sitios internos escinden de
las cadenas de celulosa, preferiblemente menos ordenado, siendo
el principal responsable de la reduccion del grado de polimerizacion
de sustratos celulésicos. Sin embargo, independientemente del
sustrato que es atacado, que parece ser una "nivelacion" GP
Celulosa, correlacionado con el incremento en la obstinacion de la

celulosa cristalina residual (Alvira et al. 2010).

2.3 Definicion de la terminologia
Mango
El mango es una fruta de la zona intertropical, de pulpa carnosa y semi-
acida, de origen asiatico, comprende algunas variedades, muchas de

ellas obtenidas por injerto (Carro & Gonzalez. 2009)

Residuos de mango

Llamamos residuo a cualquier tipo de material que esté generado por la
actividad humana y que esta destinado a ser desechado. Hoy en dia la
sociedad tiende en gran medida hacia los productos descartables,
generandose de esta manera una necesidad de producir mas y mas

elementos de consumo. (Quizhpi. L. 2008)

Celulosa

Es un polimero de D-glucosa unida por enlaces glucosidicos B-1,4 que
se estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas por
puentes de hidrogeno y fuerzas de van der Waals intermoleculares,
formando una estructura cristalina resistente a la hidrolisis y regiones
amorfas susceptibles a la degradacion enzimética. (Ovando &
Waliszewski, 2005; Béguin & Aubert. 1994)
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Enzima.

Las enzimas son proteinas que participan en lograr cambios y

transformaciones de otras substancias. (Suarez, 2008)
Hidrolisis.

Es una reaccion en la que se rompe un enlace covalente entre dos
subunidades por medio de la adicién del equivalente a una molécula de
agua; se agrega un atomo de hidrégeno a una sub unidad y un grupo

hidroxilo a la otra.
Hidrélisis acida.

La hidrolisis catalizada con &cido diluido o concentrado ha sido
ampliamente utilizada para romper los polimeros de celulosa y la
hemicelulosa de la biomasa celulésica para formar moléculas de azucar

individuales que pueden ser fermentados en etanol (Orozco et al. 2011).

Hidrélisis enzimatica.

Se entiende por hidrolisis enzimatica a la accién de las enzimas
hidrolasas que catalizan y rompen los enlaces de agua segin H-OH + R-
R — R-H + R’-OH., en estructuras organicas como carbohidratos,

lipidos 0 proteina.
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CAPITULO lIl: MARCO METODOLOGICO

3.1Tipo y disefio de la investigacion:

3.1.1

3.1.2

Tipo de investigacion:

Segun el manejo de variables es Experimental, se estudiara las
variables independientes: Pre tratamiento para la deslignificacion
(Térmica y Quimica), Tipo de enzima (Complejo de Celulasas y
Complejo de enzimas) y Concentracion de enzima de 400 ppm (-) a
900 ppm (+); y dependientes: Miligramos de azucares fermentables
/ mg de material seco, con la finalidad de determinar la mejor
combinacion de las variables independientes que permita la mayor
obtencion de azucares fermentables.

Segun su contexto se realiza en situaciones de laboratorio, lo que
conlleva la creacion intencionada de las condiciones de
investigacion establecidas en el plan estadistico descritas con

mayor rigor y control de la situacion.

Disefio de la investigacion:

Nos ajustamos a una investigacion experimental, cuyos
procedimientos permitird la evaluacion y manipulacion de las
variables dependientes en funcién a los resultados alcanzado por

las variables independientes.

3.2Poblaciéon y muestra:

3.2.1

3.2.2

3.2.3

Poblacidn

Céascara de mango

Muestra

Céascara de mango de la variedad Kent, procedente de la Empresa
Procesadora SAC — Regién Lambayeque.

Muestreo

Para el presente estudio se aplicé un muestro no probabilistico por
conveniencia, ya que la cantidad de muestra a emplear esti
determinada por el numero de tratamientos establecido en la matriz

Cuadro 3.3.
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3.2.4 Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusion: Cascara es proveniente del mango
organolépticamente maduro entre los 12 — 14 grados Brix.
Criterios de exclusion: Cascara de mango con indicios de algun tipo

de peligro fisico, quimico o bioldgico.

3.3 Hipotesis:
Hi: La aplicacion de un pre-tratamiento quimico (acido) y térmico, previo a
una hidrdlisis enzimatica (Complejo celulasa y complejo enzima), influyen

en la maximizaciéon del rendimiento de azucares fermentables.

Ho: La aplicacion de un pre-tratamiento quimico (NaOH) y térmico, previo a
una hidrolisis enzimatica (Complejo celulasa y complejo enzima), no

influyen en la maximizacién del rendimiento de azucares fermentables.

3.4 Variables
Variable independiente:
Pre tratamiento:
Deslignificacion:
Térmica
Quimica (NaOH)

Tipo de enzima:
Complejo de Celulasas
Complejo de Enzimas (Péctinasas, Celulasas, arabinasa, B-glucanasa,

hemicelulasas, y xilanasas)

Concentracién de enzima:
400 ppm (-) a 900 ppm (+)

Variable dependiente:

Rendimiento: Miligramos de azucares fermentables / mg de material seco
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3.5 Operacionalizacion de las variables:

3.5.1 Variable Independiente:

Cuadro 3.1
Operacionalizacion de las variables Independientes

. Técnicas e
Variable . . . .
. Dimensiones Indicadores instrumentos de
Independiente .
Recoleccion de datos
Pre tratamiento para Térmica Temperatura y Tiempo
Deslignificacion Concentracion de
Quimica NaOH
Tipo de enzima Complejo de Celulasas
Complejo de enzimas
Concentracion de ppm 400 -900 Anadlisis Volumétrico
enzima
Variable Dependiente Dimensiones Indicadores Técnicas e

instrumentos de
Recoleccién de datos

mg. de azlcares
Rendimiento fermentables / g de
cascara seca

Anélisis
espectrofotométrico

Fuente: Elaborado por el autor, 2015

3.5.2 Variable Dependiente: Rendimiento de azUcares fermentables

Cuadro 3.2.
Operacionalizacion de las variables dependientes

Tratamientos del estudio

Indicadores Técnicas e instrumentos de
recoleccién de datos
Rendimiento mg. de azucares
fermentables / g
de cascara seca Andlisis espectrofotométrico

Fuente: Elaborado por el autor, 2015
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3.6 Métodos, técnicas de investigacion
3.6.1 Métodos de investigacion
Andlisis Fisico y Quimicos de los Residuos Fermentables
Humedad
La humedad se determind por secado y por diferencia de los pesos de
acuerdo al método 934.06 (37.1.10) del A.O.A.C (1996).

Pm—(Pf—P,-)

%H = x100%................ (16)

Donde:

%H: Humedad en porcentaje de masa.
P : Peso final de la placa con la muestra.
P; : Peso de la placa vacia.

P,,. Peso de la muestra.

Cenizas
Se determind por incineracion de la muestra a 650°C por 3 horas segun

A.O.A.C (1995) 942.05.

%C = L2 X100%. oo (17)

Pm

Donde:
%C: Contenido de cenizas en porcentaje de masa.

P : Peso final del crisol con las cenizas.

P; : Peso del crisol vacio.

P,,: Peso de la muestra.
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indice de Acidez

Se determindé por Método de Titulacion directa. La acidez total fue
determinada en las muestras utilizando un sistema de titulacion, con
Hidroxido de Sodio al 0.1N, utilizando como indicador fenolftaleina. Para
cada una de las lecturas se introdujo 1 ml de la muestra en un vaso de
precipitacion para proceder a la titulacion. Se registré un valor de gasto
para hacer virar de incoloro a rosado fuerte, de esta manera se

determiné la acidez total en base a acido citrico.

Grados Brix

Los grados Brix se determind en las muestras utilizando un refractometro
ABBE, hecho en Polonia, NI: 25790/91, el cual fue previamente calibrado
con agua destilada. Para cada una de las lecturas se introdujo la
muestra entre dos prismas. Se registrara un valor de grados Brix, para

cada una de las muestras, expresados a un lugar decimal.

Determinacion de pH

El pH se determiné en las muestras utilizando un potenciémetro portatil
marca Hanna Instruments, el cual fue previamente calibrado con
soluciones amortiguadoras de pH 4.00 y 7.00. Para cada una de las
lecturas se introducira el electrodo en la muestra cuya temperatura fue
programada entre 20-25 °C. Se registré un valor de pH a cada una de

las muestras expresados a dos lugares decimales.

Contenido de Azucares Reductores

Preparacion del Reactivo DNS:

Se mezclé y disolvié en 250 ml. de agua destilada 8 gr. de NAOH y 15
gr. de tartrato de Sodio y Potasio.
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Posteriormente se agregd 5 gr. de Acido 3,5 dinotrasalicilico bajo
calentamiento. Se aforo a 500 ml con agua destilada y se almacenan a

temperatura ambiente protegiéndolo de la luz.

Curva Patron de Azucares Reductores:

Se utiliz6 un estandar de 1.0 mg/ml. de glucosa, realizando las
diluciones para obtener concentraciones de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0.

Se realizé una curva patron de glucosa.

Se extrajo 1 ml de cada soluciébn y coloco en un tubo de ensayo
adicionando 1 ml de la solucion DNS, se agito y llevo a ebullicion por 10
minutos. Se Enfrio rdpidamente y se agreg6 10 ml de agua destilada con
previa agitacion. Se llevo la muestra al espectrofotometro a 540 nm y se

leyd su absorbancia.

Andlisis de Muestra:

Se diluyé 1 ml. de cada muestra en 100ml. de agua destilada en una
probeta, luego extrajo 1 ml de esta solucibn en un tubo de ensayo
adicionando un 1ml. de la solucibn DNS, se agito y llevo luego a
ebullicién por 10 min. Se enfrié rpidamente y agrego 10 ml. (0 5 ml.) de
agua destilada con previa agitacion.

Se llevé la muestra al espectrofotometro a 540 nm. Y se anotd su
absorbancia. Con este dato encontrado insertamos en la curva de
calibracion previamente construida y el resultado se lee como gramo de

glucosa.

3.6.2 Técnicas e Instrumentos de recoleccion de datos
Se utilizaron técnicas e instrumentos de recoleccion de datos que
garanticen la captura de informacion util para el proyecto ya porten
validez a los resultados. Se tomara en consideracion las
especificaciones técnicas de las enzimas a usar. El proceso de
recoleccion de datos se realizara mediante la aplicacion una guia de

observacion de campo.
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3.6.3Instrumentos de recoleccién de datos
Los instrumentos usados en la presente investigacion fueron los
protocolos de trabajo y las Guia de observacion. El procesamiento de
datos se realiz6 empleando una computadora utilizando el siguiente

software:

Procesador de texto Microsoft Word XP.
Hoja de Calculo Excel.
Programa de Analisis Estadistico Design Expert V.9.0 de la empresa

Stat-Ease, Inc en version Demo.

3.6.4 Procedimiento paralarecoleccion de datos
La recoleccion de datos se siguio el procedimiento segun la figura 2.3. A

continuacion se detalla cada una de las etapas a sequir:

Desecho de mango: Se recepciond y acondicioné los desechos de
mango (materia prima) proveniente de la empresa Procesadora SAC en

bolsas de polipropileno.

Lavado: Se realiz6 un lavado con agua potable para eliminacion de
impurezas, posteriormente se desinfectd con cloro a una concentracion

de 40 ppm. Se dejo6 escurrir para eliminar el exceso de agua.

Cortado: Se cort6 manualmente con la ayuda de cuchillos para reducir
el tamafio a fin de facilitar el secado de los desechos.

Secado: El secado se realiz6 a una temperatura de 70°C en un horno de

aire forzado por un tiempo de 8 horas.

Molienda: La molienda se realizo6 en un molino de tornillo con la

finalidad de reducir el tamafio de particulas.
Pre-tratamiento del desecho de mango

Deslignificacion quimica: Los desechos se sumergieron en una solucion
de NaOH 0,1N durante 15 minutos en una relacion 1:3. Pasado ese
tiempo se afadio 0.272 g de sulfato de calcio (CaSO) por 100ml

solucion y se dejé reposar durante 3 horas.
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Deslignificacion térmica: Los desechos se colocaron en una bolsa de
polipropileno, se sellaron herméticamente, y se colocaron en un

autoclave hasta que alcance los 110°C por un tiempo de 15 minutos.
Hidrolisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica se efectué con dos tipos de enzimas
comerciales: complejo de Celulasas y complejo de enzimas de la marca
Novozyme. La primera enzima es un complejo de Celulasas que actua
sobre la celulosa y la hidroliza, y la segunda es una mezcla de
Péctinasas, Celulasas, arabinasa, B-glucanasa, hemicelulasas, vy
xilanasas, desdobla los complejos de pectina y celulosa. Las
concentraciones de las enzimas sera de 400ppm — 900ppm. El pH de

trabajo fue de 4.7 y temperatura de 47°C.
Cuantificacion de azUcares reductores:

Se realiz6 por el método del DNS el cual se detallé en el apartado

anterior.

46



Desechos de
mango

v

lavado

cortado

v

secado

v

Temperatura: 70 °C
tiempo: 8 horas

molienda

v

NAOH (0.1N) ﬁ pretratamiento
Relacién 1:3

(Sustrato : Solucién NaOH)

Tiempo: 15 min Deslignificacion

CaS0O4
Tiempo: 3 horas

Temperatura: 110°C

tarice ‘{ Tiempo:15min

| Desecho

pH:4.7
Temperatura: : 47 °C

Figura 2.3.

tratado

v

Hidrolisis
enzim atica

Concentracién de Enzimas: 400-
———— 900 ppm

Concentracion de sustrato: 4-12

v

9/100ml

Cuantificacionde
azlcares
fermentables

Esquema del proceso de hidrolisis enziméatica de desecho de mango

Fuente: Elaboracion propia

3.6.5Plan de anédlisis estadistico de datos

Se empled el estudio tipo superficie de respuesta, como procedimiento

de optimizacién y consiste en una coleccion de técnicas matematicas y

estadisticas que tienen como propdésito analizar y estudiar procesos

donde las respuestas dependen de multiples variables de operacion.

El disefio estadistico usado fue el Disefio Experimental D-6ptimo, con

las pruebas necesarias para ajustar a un modelo cuadratico los
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resultados obtenidos. La matriz se elabor6 empleando el paquete

estadistico Desing — Expert 8.0. En el cuadro 3.2. Se presenta la matriz

de experimentos a realizar en la presente investigacion teniendo como

variable dependiente el Rendimiento en mg de azucares fermentables /

g de cascara seca.

Cuad

ro 3.3.

Matriz de experimentos segun el Disefio D-optimo.

Std  Run  A: Concentracién B: Concentracion C:Pre-tratamiento
de enzima de sustrato
(ppm) (g/100 ml)
13 1 400.00 Complejo de celulasas Térmico
5 2 900.00 Complejo enzimatico Térmico
8 3 400.00 Complejo de celulasas Quimico (NaOH)
10 4 650.00 Complejo de celulasas Quimico (NaOH)
9 5 400.00 Complejo enzimatico Térmico
7 6 650.00 Complejo enzimatico Térmico
4 7 900.00 Complejo de celulasas Quimico (NaOH)
11 8 650.00 Complejo enzimatico Quimico (NaOH)
1 9 900.00 Complejo enzimatico Quimico (NaOH)
2 10 900.00 Complejo de celulasas Térmico
6 11 400.00 Complejo de celulasas Térmico
3 12 400.00 Complejo enzimatico Quimico (NaOH)
14 13 900.00 Complejo enzimatico Quimico (NaOH)
12 14 900.00 Complejo de celulasas Térmico

Fuente: Desing Expert v. 7.0

3.6.6 Criterios éticos

a. Respeto ala propiedad intelectual

Se respetd el principio de autonomia de autores, tanto del informe

final como del proyecto, ya que no existi6 adulteracion a la

informacion que pueda dafiar la integridad de este.

No se hard ninguna alteracion en los datos obtenidos en la parte

experimental.

El presente proyecto cumple con los requerimientos establecidos

por OMPI (Organizaciéon Mundial de la Propiedad Intelectual) segun

nociones basicas sobre derecho de autor y derechos conexos, que

protege los intereses de los creadores dandoles derechos de

propiedad sobre sus creaciones, por lo cual cada texto extraido de
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libros, tesis, articulos, que hemos tomado para redactar el

mencionado estudio ha sido debidamente citado.

Beneficencia

El proposito del indicado estudio se fundamenta en el aporte y
beneficios que trae consigo la producciéon de azucares
fermentables a nivel ambiental, econémico y social. Desde el punto
de vista ambiental beneficiara a la disminucion del efecto
invernadero ocasionado por las emisiones de CO2, a nivel social
ayudo a reducir los problemas de desempleo y hambre que se
presenta en el ciertos sectores; nivel econdémico contribuird a aliviar
las finanzas de los paises consumidores y productores de
biocombustibles. Asi mismo personalmente ayudara a afianzar
nuestro desarrollo profesional debido a que estaremos aplicando
las bases y conocimientos practicos adquiridos a lo largo del
proceso de aprendizaje en la Universidad Sefior de Sipan.

Respeto a la dignidad humana

Para el desarrollo del propuesto estudio se tom6 en cuenta el
respeto a cada una de las personas que participen en el proceso,
ademas de ello estaremos dispuestos a cumplir con todos los
deberes estipulados segun el reglamentos de la Universidad Sefior

de Sipan.
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3.6.7 Criterios de rigor cientifico

a.

Credibilidad, valor de la verdad/autenticidad:

La informacion requerida para el desarrollo de este trabajo ha sido
tomada de estudios validados cientificamente, asi mismo los
resultados obtenidos en el estudio fueron plasmados tal y como se
obtendra y no sera modificado, permitiendo generar confianza y

credibilidad en la investigacion.

Transferibilidad, aplicabilidad

La transferibilidad a favorecer con este estudio esta dirigido a
estudiantes, profesionales y aquellas personas que busquen no
solo el desarrollo personal sino también de su comunidad para ello
se ofrecerd una descripcion densa que permita al lector manejar la
informacién necesaria y suficiente que facilite establecer

comparaciones y transferir dichos resultados.

Consistencia, dependencia / Replicabilidad

Se ha de contrastar los resultados obtenidos por los diferentes
métodos aplicados, entre los que podemos citar: reactivo DNS
(determinacion de azucares reductores), brixometro (determinacion
de grados Brix), potenciometro (determinacién de pH), titulacion
con hidréxido de sodio al 0.1N (determinar el indice de acidez),
estufa (determinacion de humedad), mufla (determinacion de
cenizas), ademas de ello se utilizaran diagramas de flujos y ficha
de trabajo lo cual constituye un adecuado método que justifica una
vez mas la consistencia durante el desarrollo del presente trabajo,
pues a través de él se pueden establecer pistas de revision, donde
se reflejan los procesos seguidos para la recogida de datos,
analisis e interpretaciones de los datos, lo que ayudaria a
considerar el modo en que los resultados dependen de los

contextos y sujetos estudiados.
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Confirmabilidad o reflexividad, neutralidad / objetividad

Concluida la investigacion se procedera hacer un analisis
comparativo entre los datos aportados en el desarrollo del
proyecto y los obtenidos, dando mayor confiabilidad al estudio cabe
mencionar que a la medida que avance la investigacion , la
comprension de la realidad objeto de estudio permite desvelar
indicios y nuevos caminos a recorrer mas, que presentar absoluta

certeza.

Relevancia
Se realiz6 las conclusiones del trabajo resaltando la relacion que

existe con los objetivos y validando la hipotesis planteada
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CAPITULO IV: ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

4.1. ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

4.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas de la materia prima:

Para fines de esta investigacion la materia prima esta representada por la
cascara de mango seca y molida.

Enla Cuadro 4.1 se presenta las caracteristicas fisicoquimicas de la
cascara de mango deshidratada, para la determinacion de cada
caracteristica se hicieron pruebas por triplicado para el calculo del desvio
de la lectura. Como se puede observar el contenido de humedad logrado
es bajo 1.9+0.012%, humedad ideal para la obtencion de la harina
condicion a partir de la cual se inicia la aplicacion de las variables

independiente y variable dependiente segun el Cuadro 3.3.

Cuadro 4.1
Caracteristicas Fisicoquimicas de la Cascara de mango deshidratada
Caracteristica fisicoquimica Valor
Humedad (%) 1.9+0.012
Cenizas (%) 2.51£0.095
Acidez Titulable (%) 0.38+0.024
pH 4.52+0.12

Fuente: Laboratorio de Quimica y Suelos de la Universidad Sefior de Sipan

En la Figura 4.1 se presenta los andlisis realizados para caracterizar

fisicoquimicamente la cascara de mango.

(@) Analisis de Humedad de la cascara de (b) Analisis de cenizas de la cascara de mango
mango

Figura 4.1
Anélisis fisicoquimico de la cascara de mango.
Fuente: Laboratorio de Quimica y Suelos de la Universidad Sefior de Sipan
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4.1.2. Hidrdlisis enzima de cascara de mango
Para esta experiencia se sigue el flujo establecido en la Figura 2.3 y los
tratamientos a ejecutar como fueron planteados en el Cuadro 3.3.
En la Figura 4.2 se presenta el procesos de acondicionamiento de la
cascara de mango previo al proceso enzimatico.
En la Figura 4.3 se presenta el proceso de hidrolisis enzimatica realizado

para obtener los resultados.

(@) Lavado de la céscara de (b) Secado de la cscara de (c) Céscara de mango seca
mango mango

Molienda de la céascara de
mango

Figura 4.2.

Acondicionamiento de la cascara de mango.
Fuente: Laboratorio de Quimica y Suelos de la Universidad Sefior de Sipan
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(a) Deslignificacion con NaOH (b) Preparacion del sustrato (c) Adicion de enzima

d. Catalisis enzimética en e.separacion  de  residuos
sh-akers fiborosos de los azlcares

fermentables disueltos

Figura 4.3.
Proceso de hidrolisis enzimatica de cascara de mango.
Fuente: Laboratorio de Quimica y Suelos de la Universidad Sefior de Sipan

A partir de la cuantificacion de los azlUcares ferméntales mg de azicares
fermentables/gramos de material seco Se establece el Cuadro 4.2, la
ejecucion de la matriz planteada en el cuadro 3.3 y la del proceso de
hidrolisis enzimatica detallado en las figuras anteriores.
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Cuadro 4.2
Matriz de resultados para la variable dependiente Rendimiento segin el disefio
experimental.

Run A: B: C: Rendimiento
Concentracion de Tipo de enzima Pre-tratamiento mg de azlcares
enzima fermentables / g de
(ppm) material seco
1 400.00 Complejo de celulasas Térmico 31.4523
2 900.00 Complejo enzimatico Térmico 32.9503
3 400.00 Complejo de celuldsas  Quimico (NaOH) 48.5277
4 650.00 Complejo de celuldsas  Quimico (NaOH) 30.9052
5 400.00 Complejo enzimético Térmico 17.5469
6 650.00 Complejo enzimético Térmico 19.2004
7 900.00 Complejo de celulasas  Quimico (NaOH) 24.0303
8 650.00 Complejo enzimético Quimico (NaOH) 21.4195
9 900.00 Complejo enzimético Quimico (NaOH) 30.7529
10 900.00 Complejo de celulasas Térmico 21.0279
11 400.00 Complejo de celulasas Térmico 30.4701
12 400.00 Complejo enzimético Quimico (NaOH) 21.7894
13 900.00 Complejo enzimatico Quimico (NaOH) 22.8119
14 900.00 Complejo de celulasas Térmico 21.1234
Fuente: Desing Expert v. 7.0
4.1.3. Evaluacion estadistica y comportamiento de variable

dependiente

De los resultados del Cuadro 4.2 se procedid hacer el analisis de
varianza y determinar

sobre el rendimiento de azucares fermentables el cual se presenta en el

Cuadro 4.3.

Como se puede observar

AC y BC son estadisticamente significativas al 95% de confiabilidad al

en el

tener P-valores menores a 0.05.

Cuadro 4.3

Concentracion de sustrato, C: Pre-tratamiento y las interacciones AB,

la significancia de las variables independiente

las variables B:
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Cuadro 4.3
Analisis de varianza para la variable rendimiento de azucares fermentables

Variable Sumade gradosde Cuadrados ygorp  PAY
Frop >

Modelo 825.67 7 117.95 18.48 0.0012
A-Concentracion de enzima 29.42 1 29.42 4.61 0.0754
B-Tipo de enzimas 125.38 1 125.38 19.65 0.0044
C-Pre-tratamiento de 84.48 1 84.48 13.24 0.0109
Deslignificacion
AB 455.80 1 455.80 71.43 0.0001
AC 102.12 1 102.12 16.00 0.0071
BC 78.71 1 78.71 12.33 0.0126
A2 46.80 1 46.80 7.33 0.0352
Residual 38.29 6 6.38
Lack of Fit 6.27 3 2.09 0.20 0.8932
Pure Error 32.02 3 10.67
Cor Total 863.95 13
R? 0.9557
Desviacién estandar 2.53

Coeficiente de variabilidad 9.49

Fuente: Desing Expert v. 7.0

En el Cuadro 4.3 se indica un valor de 9.49% como coeficiente de
variabilidad, indicando que existe un 90.51% de confiabilidad en la toma
de datos. El ajuste del modelo fue expresado por el coeficiente de
regresion R? el cual fue de 0.9557. El estadistico R? indica que 95.57%
de la variabilidad en la respuesta pueden ser explicada por el modelo y
responder a la ecuacion 1. El valor también indica que solo el 4.43 % de
la variacion total no se explica por el modelo. Esto muestra que la
ecuacion 1. Es un modelo conveniente para describir la respuesta del
experimento mg de azlcares fermentables / g de material seco.

Ecuacion 1

Rendimiento = +23.13-(1.61*A)-(3.02 * B)-(2.61 * C) +(6.71*A* B) +(3.26*A*C)+(2.56 * B *
C) +4.77 * A:

En la Figura 4.4 presenta la distribucion normal de los residuales, los
tratamientos mas cercanos a la linea nos indica que los residuales
siguen una distribucién normal indicando que el rendimiento obtenido a
través de la aplicacion de la ecuacion 1 (valores predichos) son iguales a
los valores observados (tratamientos ejecutados Cuadro 3.3), a partir de
la diferencia de ambos se obtiene el valor residual, mientras mas

cercano a cero mas proximo se encontrara a la recta de la normal, a
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excepcion de los tratamientos 5, 9 y 13, con valores residuales de 1.09, -
3.95y 3.99 respectivamente.

Demign Expes t® Sofer e Normal PlotofRemdgals

Rerchresio

Loy pores Dy e of
Rerdfiment ..

Probability
L ]

Noerral *
0

Figura 4.4.
Distribucion normal de los residuales de la variable dependiente Rendimiento (mg de
azlcares fermentables / g de material seco).

En la Figura 4.5 se presenta los valores predichos versus los valores
observados, a fin de verificar cuales son los tratamientos ejecutados en
laboratorio se acercaron a los valores predichos por la ecuacion 1, esto
se evidencia por su aproximacion a cero y ubicacion sobre la recta.

Los tratamientos 9 y 13 son los tratamientos que presentan residuales
de +/- 3.97; representando el 4.43% de los datos que no logra explicar el
modelo, los demas tratamiento presentan residuales préximos a cero y
por debajo del +/- 0.15, estos valores proximos a cero indican la
proximidad entre el valor predicho a través de la ecuacion 1y los valores
actuales obtenidos experimentalmente e indicadas en la Cuadro 4.4,
donde los valores negativos indican que el valor predicho es mayor al

valor actual.
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Figura 4.5

Valores predichos versus observados para la variable dependiente Rendimiento (mg de
azucares fermentables / g de material seco)

Cuadro 4.4
Valores actuales y predichos de los tratamientos experimentales para la variable
Rendimiento (mg de azlcares fermentables / g de material seco)

Valor

. Valor .
Tratamiento Actual Predicted Residual
1 30.47 30.80 -0.33
2 32.95 33.19 -0.24
3 48.53 47.66 0.87
4 30.91 31.31 -0.41
5 17.55 16.45 1.09
6 19.20 20.06 -0.85
7 24.03 24.49 -0.46
8 21.42 20.16 1.26
9 30.75 26.76 3.99
10 21.03 20.69 0.33
11 30.47 30.80 -0.33
12 21.79 23.09 -1.30
13 22.81 26.76 -3.95
14 21.03 20.69 0.33

Fuente: Desing Expert
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En la Figura 4.6 (a) para el pre-tratamiento de deslignificacion quimica,
conforme aumentamos la concentracion para el tipo de enzima complejo
de celulasa disminuye el rendimiento de 47.72 hasta 24.42 mg de azlcares
fermentables/g de material seco, representando una disminucion de 23.30 mg
de azlcares fermentables/g de material seco sucediendo todo lo opuesto para
el tipo complejo enzimatico pasado de 23.02 hasta 26.8 mg de azlcares
fermentables/g de material seco con sOlo un incremento de 3.78 mg de azlcares
fermentables/g de material seco. Asi mismo en un nivel inferior de
concentraciéon de enzima (400 ppm) se presenta un mayor rendimiento
de azucares reductores en el complejo celulasa con un incremento de
hasta 24.7 mg de azucares fermentables/g de material seco. Para un nivel
superior el escenario es inverso, donde el complejo enzimético presenta
un mayor rendimiento en niveles de hasta 2.38 mg de azucares
fermentables/lg de material seco. Ambos complejos consiguen un mismo
rendimiento de 24.93 mg de azlcares fermentables/g de material seco,
empleando 858 ppm de concentracion de enzima, a partir de esta el

comportamiento es inversamente proporcional.

Verificamos que resulta efectivo en la produccion de azlcares
reductores emplear una concentracion de enzima de 400 ppm, aplicando
como pre-tratamiento una deslignificacion Quimica (NaOH). La accion
del NaOH como pre tratamiento permite lograr el mayor desdoblamiento
de las cadenas lignoceluldsicas presentes en la harina de cascara de
mango, teniendo en cuenta que los enlaces glucosidicos B-1,4 que se
estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas por puentes
de hidrégeno y fuerzas de van der Waals intramoleculares es donde el

hidroxido logra una mayor accion.
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En la Figura 4.6 (b) para el pre-tratamiento de deslignificacién térmica,
conforme aumentamos la concentracién para el tipo de enzima complejo
de celulasa disminuye el rendimiento de 31.26 hasta 20.77 mg de azucares
fermentables/g de material seco, representando una disminucion de 10.49 mg
de azlcares fermentables/g de material seco, sucediendo todo lo opuesto para
el tipo complejo enzimético pasado de 16.51 hasta 33.12mg de azlcares

fermentables/g de material seco con un incremento de 16.61 mg de azlcares

fermentables/g de material seco.
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b. Pre-tratamiento de deslignificacion quimico: Térmico

Figura 4.6 (a) y (b)

Efecto del tipo de enzima y concentracion de enzima en la variable dependiente
Rendimiento (mg de azlcares fermentables / g de material seco)

Fuente: Desing Expert 7.0

Asi mismo en un nivel inferior de concentracion de enzima (400 ppm) se
presenta un mayor rendimiento de azucares reductores en el complejo
celulasa con un incremento de hasta 14.35 mg de azicares fermentables/g de
material seco. Para un nivel superior el escenario es inverso, donde el
complejo enzimatico presenta un mayor rendimiento en niveles de hasta
12.50 mg de azicares fermentables/y de material seco. Ambos complejos
consiguen un mismo rendimiento de 20.69 mg de azlcares fermentables/g de
material seco, empleando 665.55 ppm de concentracion de enzima, a partir

de esta el comportamiento es inversamente proporcional.

Verificamos que resulta efectivo en la produccion de azlcares
reductores emplear una concentracion de enzima de 400 ppm, aplicando
como pre-tratamiento una deslignificacion Térmica, ya que aplicar una
concentraciéon de 900 ppm soélo representa un incremento de 3 mg de

azucares fermentables/g de material seco.

Finalmente producto de los resultados resulta mas eficiente aplicar un
pretratamiento quimico con concentracion de enzima de 400 ppm ya

gue se lograra rendimiento de hasta 47.72 mg de azlcares fermentables/g de

material seco.
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En la Figura 4.7 para el tipo de enzima complejo enzimético, se puede
observar que conforme se incrementa la concentracion de enzima,
aumenta el rendimiento para ambos pre tratamientos, siendo el térmico
el mayor incremento de 16.51 hasta 33.12 mg de azicares fermentables/g de
material seco, siendo el incremento menor para el pre-tratamiento quimico
donde aumenta de 23.02 hasta 26.80 mg de azicares fermentables/g de
material seco. Cabe mencionar que a una concentracion de enzima de 656
ppm aproximadamente se debe de obtener el mismo rendimiento 20.60

mg de azlcares fermentables/g de material seco. Para ambos pre-tratamiento.

DesignExpen® Software Interaction
Rendmiesi C: Pre-fretamiento de designificacion
o Desin Panis

n C1 Cummico (Na0H)

4 C2Témeco

= A Concenacion de erama
X2=

C. Predraiamierio de designiicacion

Actual Facr
B: Tipe de eramas = Compiep emamation

Rendimiento
|

A: Conceniracion de enzimz

Figura 4.7
Efecto del pre-tratamiento y concentracién de enzima (complejo enzimético) en la
variable dependiente Rendimiento (mg de azlcares fermentables / g de material seco)

Optimizacion

Se realizo la optimizacion aplicando la metodologia de funcién deseada,
aplicando el paquete estadistico Design Expert V. 7.0, los resultados
obtenidos se presentan en el Cuadro 4.4, en base a las evaluaciones
anteriores se tomaron las decisiones pertinentes para esta etapa con el

objetivo de maximizar el rendimiento de azucares fermentables.
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Se tiene que realizar un pre-tratamiento de deslignificacion quimica con
NaOH, empleando como enzima el complejo de Celulasas a una

concentracion de 400ppm, los cuales permitiran obtener un rendimiento

maximo de azlcares fermentables de 47.72 mg de azlcares
fermentables / g de material seco.

Cuadro 4.5.

Optimizacion de la variable rendimiento de azlcares fermentables (mg de azlcares
fermentables / g de material seco)

T C%r;cggiri?‘r(]:;on Tipo de enzimas Pg:{ ;;tsimﬁfgct%ge Rendimiento  Desirability
1 400 ComRleOde  Quimico (NGOH) 4272537  0.974103
2 900 Complejo enzimatico Térmico 33.118384 0.502617
3 400 Complejo de celulasas Térmico 31.260002 0.442632
4 900 Complejo enzimatico  Quimico (NaOH)  26.800680 0.298693
5 400 Complejo enzimatico  Quimico (NaOH)  23.021143 0.176697

4.2. DISCUSION DE RESULTADOS
En el Cuadro 4.1 se puede apreciar las caracteristicas fisico quimica de la
cascara deshidratada de mango, Razo A. (2013) obtuvo valores de
Humedad de 5.24% y Cenizas 4.23%, muy diferentes a los resultados
obtenidos. Se precisa que para fines de la investigacién se requeria la
menor humedad posible para obtener la cascara de mango en polvo con
tamafio de particula lo mas fino posible, para lograr la mejor accion de la
enzima al entrar en contacto con el sustrato y asi lograr la mayor
produccion de azucares reductores.
La deslignificacion representa una etapa previa de gran importancia que
afecta en el rendimiento de azucares fermentables, Salcedo (2013) evaluo
la influencia del contenido de lignina sobre la facilidad para hidrolizar los
sustratos para las diferentes enzimas, concluyendo que la lignina puede
actuar como un inhibidor en la hidrdélisis enziméatica de los residuos de la
cafia de azucar, siendo necesario la aplicacion de pre-tratamientos
efectivos; la cdscara de mango presenta en su composicibn compuestos
lignocelulésicos que necesitan ser deslignificadas aplicando diversos
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tratamientos como el quimico con NaOH, un pretratamiento alcalino rompe
los enlaces hemicelulosa—lignina, ocasionando que se reduzcan los
contenidos de lignina y hemicelulosa en la biomasa pre tratada, que se
altere la estructura de la lignina residual y que se aumente la porosidad y
la superficie interna de la biomasa: que disminuya el grado de cristalinidad
de la celulosa y que se facilite la penetracion de las moléculas de agua a
las capas interiores de la biomasa, facilitando asi el ataque enzimatico de
la celulosa por las Celulasas (Silverstein et al., 2007).

Estudios reportados por Cortinez V. (2010), emplearon como pre
tratamiento NaOH obteniéndose como rendimiento méaximo de 13 a 23
mg/g materia prima. Comprobando que con este tipo de pre tratamiento
se puedo alcanzar los mayores rendimientos, para nuestro caso obtuvimos

47.72 mg de azucares fermentables/g de material seco.

La aplicacion del pre tratamiento térmico, a una temperatura de 110°C por
un tiempo de 15 minutos permitieron obtener resultados totalmente
opuesto a los resultados obtenidos por Mejia G. et al, (2007) quienes
lograron rendimientos de hasta 38,15%, con una temperatura de
extraccion de 98-C. Los rendimientos con tratamiento térmico son muchos
menores a los que podrian lograrse aplicando un tratamiento alcalino. En
los tratamientos térmicos la celulosa no resulta tan afectada por la
temperatura, de lo contrario sucede con la hemicelulosa que si resulta
degradada o hidrolizada por el tratamiento térmico, es decir, el tratamiento
de hidrdlisis térmica tiene efectos mas notables sobre la hemicelulosa y en

menor medida sobre la celulosa.

Desde el punto de vista de la hidrolisis enzimatica, la mayor produccion de
azucares reductores la tuvo la enzima complejo de celulasa, resultado
similar obtuvo Mejia L. et al 2007., quien empleo la enzima Celluclast la
cual actla selectivamente sobre la celulosa obteniendo rendimiento
superiores. La celulosa que se degrado, en su mayoria se convirtid en
azucares reductores, ya que la celulasa es una enzima de alta selectividad

gue garantiza la conversién o despolimerizaciéon de la celulosa y las
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hemicelulosas, en su mayoria, a unidades fermentables de glucosa.
(Ballesteros I., 2001).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

a) La cascara de mango deshidratada utilizada tiene las siguientes
caracteristicas fisicoquimicas, 1.9% de humedad, cenizas 2.5%,
pH 4.52 y acidez titulable 0.38%.

b) El mejor pre-tratamiento de deslignificacion para la cascara de
mango es el quimico con NaOH (0.1 N) con un rendimiento de
hasta 47.42 mg de azucares fermentables / g de material seco.

c) El complejo de Celulasas a una concentracion de 400 ppm

permite obtener el maximo rendimiento de azlcares fermentables.

5.2. Recomendaciones
a) Evaluar otro pre tratamiento para la Deslignificacion en la harina
de cascara mango, como por ejemplo: Pretratamientos acidos.
b) Evaluar otros complejos de enzimas industriales para la hidrolisis
enzimatica de la harina de cascara de mango, como por ejemplo:

Complejo péctinasas.
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ANEXO



Anexo 01

Curva patron (calibrado) para del uso de espectrofotémetro
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Anexo 02

Figura a: Acondicionamiento de la cascara de mango en
bandejas pararealizar el deshidratado.
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Anexo 03

Deslignificacion de la harina de cascara de mango con
NAOH

Anexo 04

Determinacion de humedad por estufa.

Anexo 05

Adicionandoenzimas al sustrato.
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Anexo 06

Muestras puestas en agitacion dentro del shaker.

Anexo 07

Muestras terminadas después de la hidrolisis enzimatica

Anexo 08

Muestras acondicionadas en envase de corcho con hielo
gel para su conservacion hasta realizar las lecturas de
susrespetivasabsorbancias.
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