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RESUMEN.

En la presente investigacion tuvo por objetivo obtener azucares reductores a
partir de cascara de papa usando dos métodos: el primero consistio en hidrélisis
guimica, usando acido clorhidrico (HCI) a tres diferente concentraciones: 2%, 4%,
6% Yy tres tiempos: 2hrs, 4hrs, 6hrs; de los cuales, ambas variables son
estadisticamente significativas segiin el modelo estadistico planteado, con un R?
de 98.1737, donde podemos alcanzar un valor maximo de: 2.93657 mg de azUcares
reductores por mL de solucion. El segundo método consiste en el hidrolisis
enzimatico, a tres diferentes concentraciones de enzima celulosa: 0.05%, 0.1%,
0.2% y tres tiempos: 2hrs, 4hrs, 6hrs, donde la variable tiempo es mas significativa
gue la variable concentracién enzimética de acuerdo al andlisis de varianza, con un
R2? de 98.882, y alcanzando un valor maximo de 10.0939 mg de azucares reductores
por mL de solucion.

Se caracterizd la composicion quimica de la cascara de papa (Solanum
tuberosum) obteniendo los siguientes resultados: Cenizas 7,33%, humedad 4,33%,
acidez 1.6 %, grados brix 6°.

Se realizé el pre-tratamiento de la muestra de cascara de papa antes de
realizar la hidrélisis quimica y enzimatica y se determind los siguientes parametros
de control: temperaturas 110 °C por 15 min.

Se evalué los diferentes tiempos para la hidrélisis acida y enziméatica de la
cascara de papa pre-tratada, en donde se obtuvo el mayor rendimiento en los
experimentos con enzimas cuando usando 2 % de HCL y 6 horas de tratamiento.

Palabras Clave: Hidrélisis, celulosa, almiddn, enzima, azlcares reductores.



Abstract

In the present investigation the method of obtaining reducing sugars from the potato
mask was determined using two methods; the first consisted of chemical hydrolysis,
using hydrochloric acid (HCI) at three different concentrations: 2%, 4%, 6% and
three times: 2 hours, 4 hours, 6 hours; of which, both variables are statistically
significant according to the statistical model proposed, with an R2 of 98.1737, where
we can reach a maximum value of: 2.93657 mg of reducing sugars per ml of
solution. The second method consists of enzymatic hydrolysis, at three different
concentrations of cellulase enzyme: 0.05%, 0.1%, 0.2% and three times: 2 hours, 4
hours, 6 hours, where the variable time is more significant than the concentration
enzyme concentration according to the analysis of variance, with R2 of 98,882, and
reaching a maximum value of 10.0939 mg of reducing sugars per ml of solution.
The chemical composition of the potato peel (Solanum tuberosum) was
characterized obtaining the following results: Ash 7.33%, humidity 4.33%, acidity
1.6%, degrees brix 6°.

The pre-treatment of the potato peel sample was carried out before carrying out the
chemical and enzymatic hydrolysis and the following control parameters were
determined: temperatures 110 ° C for 15 min.

The different times for the acid and enzymatic hydrolysis of the pre-treated potato
husk were evaluated, where the highest yield was obtained in the enzyme

experiments when using 2% HCL and 6 hours of treatment.

Key Words: Hydrolysis, cellulose, starch, enzyme, reducing sugars.



INTRODUCCION

En los ultimos afos los conflictos ambientales se han convertido en temas
recurrentes en la agenda de muchos gobiernos, uno de los cuales son los desechos
organicos como es el caso de la cascara de papa. La presente investigacion tiene
como finalidad concientizar el aprovechamiento los residuos de la papa generando
asi un valor agregado y mejorar la economia de las empresas productoras.

Nuestro pais es altamente consumidor de papa; de los cuales solo es
aprovechan la pulpa mas no la cascara. Es ahi donde nosotros como futuros
Ingenieros Agroindustriales y Comercio Exterior, investigadores, tomamos como
punto de partida, el problema al deseché de papa como uno de los desperdicios
gue no se le da un verdadero uso o una buena industrializacion a estos residuos,
pero cabe rescatar que las cascara en minimas cantidades lo utilizan como alimento
de animales domésticos La cascara de papa es mayormente un desperdicio en toda
la regién lambayecanay a ello se evoca que muchas de estas toneladas de cdscara
se arrojan a la basura, sin saber su valor que contiene, por los altos contenidos de
carbohidratos. Ademas, si se le diera un valor agregado generaria un incremento
econdmico extra, como es el caso de los azlcares simples que se podria recuperar
producto de la hidrolisis de estos carbohidratos de cadena larga, luego estos se
convertirian en azucares fermentables que facilmente se podrian aprovechar en la
produccion de etanol como fuente de energia.

El objetivo de esta investigacion fue Obtener azucares reductores a partir de
cascara de papa (Solanum tuberosum) utilizando la hidrélisis quimica y enzimatica,
aprovechando asi los residuos organicos de la papa, siendo los objetivos
Especificos los siguientes:

e Caracterizar la composicion fisicoquimica de la cascara de papa (Solanum
tuberosum).

e Realizar pre-tratamientos de la muestra de cascara de papa antes de
realizar la hidrolisis quimica y enzimética.

e Evaluar a diferentes niveles de temperatura de hidrdlisis y concentracion
enzimatica a la cascara de papa.

e Determinar el contenido de azucares fermentables después del hidrolisis.

Xi
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CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

Situacion problematica

La produccion de residuos organicos es tan antigua como la humanidad,
a medida que la poblacion mundial incrementa, el consumismo produce un
gran problema ambiental respecto a la generacion de residuos orgénicos de
todo tipo, no solamente en la inadecuada gestion, disposicion y tratamiento
final generan altos costos economicos, también en la salud de la propia

poblacion.

De acuerdo al informe de la GWMO (Perspectivas Globales de Gestidn
de Residuos), se ha realizado la publicacion y concientizacion del llamado
PNUMA (Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente) y la ISWA
(Asociacion Internacional de Residuos Sélidos), quienes promueven el buen
manejo de los residuos soélidos. Se ha calculado que mas de siete mil millones
de toneladas de residuos sélidos, se generan en el mundo; esta situacion en
muy preocupante pero especialistas nos dicen que este problema puede ser
revertido, con la generacion de puestos de trabajo con incentivos y beneficios,
con adecuadas politicas de estado que promuevan estas acciones. (Hyman,
2013)

En el sector agroindustrial, bien es sabido que las pérdidas en pos
cosecha son muy cuantiosas y el auge en la demanda de la poblacién en pleno
desarrollo, donde se debe satisfacer al consumidor final, genera residuos
organicos y la realidad de muchas fabricas agroindustriales es que no cuentan
con tecnologia adecuada para un tratamiento que genere un valor agregado
adicional a sus residuos y ser utiles en otras actividades economicas, por lo
general, se encamina hacia la generacion de compost, biogas o para alimento

balanceado de forma empirica.

En el sector doméstico, los residuos organicos corresponden a un alto

porcentaje de desechos entre ellos la cascara de papa que no son

12



aprovechados adecuadamente por las familias, como sabemos la
problematica de la gestidon municipal es inadecuada, lo mismo sucede con los
complejos comerciales donde diariamente observamos todo tipo de desechos
que son arrojados a la via publica y no se tiene un tratamiento que permita dar
una solucion inteligente a este problema ambiental que perjudica a toda la

poblacién en su bienestar.

Una evaluacién realizada por la Gerencia de Recursos Naturales del
Gobierno Regional de Lambayeque revel6 que la regidon produce 601
toneladas de residuos solidos y organicos diarias y 215,429 tn al afio, los
cuales no son tratadas adecuadamente, provocando un alto nivel de
contaminacion, los distritos de Chiclayo y José Leonardo Ortiz son los distritos
mas contaminantes de todo Lambayeque. El 60 % de la produccion son
residuos organicos, principalmente por la presencia del mercado mayorista de
Moshoqueque a los cuales no se da un tratamiento adecuado para
transformarlos. (Manay, 2014)

Los residuos agroindustriales, las pérdidas pos cosecha, los residuos
sélidos domésticos y mercados mayoristas, no estan siendo beneficiados de
manera efectiva, quiza por desconocimiento de lo valioso que son esas
fuentes ricas en carbohidratos, proteinas, grasas, entre otros; o por falta de
metodologia apropiada que nos permita recuperar, caracterizar, preparar, con

calidad e inocuidad productos agroindustriales con valor agregado.
Esta problemética es general en el &mbito mundial, regional y local; eso

se refleja en los diversos articulos publicados revisados por los investigadores

del presente proyecto a desarrollar.

13
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14.

Formulacion del problema

¢, Cudl de las hidrolisis, quimica o0 enzimatica serd la mas conveniente
para obtener el mayor rendimiento de azlcares reductores a partir de residuos

lignoceluldsicos de la cascara de papa?

Delimitacion de la investigacion

La presente investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Quimica, y
Planta Piloto Procesos Agroindustriales de la Universidad Sefior de Sipan.
Durante la ejecucion de la tesis se cont6 con el apoyo permanente del asesor
metodoldgico asi como también docentes especialistas de la Escuela
Académico Profesional de Ingenieria Agroindustrial y Comercio Exterior. En
la cual se tuvo como objeto de estudio la cascara de papa, y como equipos
de laboratorio se contd con, un espectrofotometro UV/VIS, un oscilador
orbital, un bafio maria, entre otros. El tiempo de ejecucion de la presente

tesis, fue de 8 meses, desde la formulacion del proyecto.

Justificacion e Importancia de lainvestigacion

A nivel mundial la industria de alimentos y bebidas, tiene una gran
importancia econdmica y social. Aun cuando esta situacion es muy positiva
para las economias de los mercados nacionales e internacionales, se conoce
que los efluentes y residuos sélidos provenientes de las agroindustrias, ha
originado medidas muy estrictas para el control de estos subproductos.

(Hernandez-Cazares, 2016)

Nuestro pais tiene un alto potencial de recursos naturales, entre ellos
tenemos la siembra y comercializacion de frutas y hortalizas, donde la regién
de la sierra se caracteriza por la siembra de tubérculos especialmente la papa

en sus diversas variedades.

14



15.

16.

En ciertas temporadas del afio el precio de la papa cae estrepitosamente
en el mercado ocasionado pérdidas a los pequefios productores quienes son
los més perjudicados. Los descartes pos cosecha también son cuantiosos y
no generan ganancia produciendo mermas en el rendimiento por hectarea.
(Libédula, 2011)

El alto contenido de almidon en la papa, puede ser aprovechado de
diversas maneras, tales como: fuente de azlcares para la fabricacion de
etanol, estas fuentes de azlcares obtenidas por bioprocesos con aplicacion
de enzimas. (Cholota, L. y Mora, O., 2010).

La investigacion busca exhaustiva e incansablemente métodos como el
hidrolisis para obtener azucares reductores y reducir la contaminacion

ambiental.

La importancia de la obtencion de azucares reductores a partir de la
cascara de papa, esta es promisoria para ser utilizada en la obtencion de
alcoholes que no sélo sirvan para preparar bebidas alcohdlicas sino también

con fines energéticos.

Limitaciones de lainvestigacion.

En el proceso de la investigacion una de las dificultades fue uniformizar
el espesor de la cascara de papa, la que esta sujeto al contenido de almidén,
y este a su vez es fuente se azlcares. La variedad de papa también podria

influir en los resultados, porque se opto de investigar con una sola variedad.

Objetivos

16.1. Objetivo General
Obtener azUcares reductores a partir de cascara de papa

(Solanum tuberosum) utilizando la hidrdlisis quimica y enzimatica.

15



1.6.2.

Objetivos Especificos
Caracterizar la composicion fisicoquimica de la cascara de

papa (Solanum tuberosum).

Realizar pre-tratamientos de la muestra de cascara de papa

antes de realizar la hidrdlisis quimica y enzimatica.

Evaluar a diferentes niveles de temperatura de hidrélisis y

concentracion enzimatica a la cascara de papa.

Determinar el contenido de azucares fermentables después del
hidrélisis.

16
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CAPITULO IlI: MARCO TEORICO

Antecedentes de estudio

Gerena, F. (2013). Desarroll6 un proyecto de investigacion, que se centro
en la elaboracion de jarabes edulcorados, ricos en azUcares reductores,
aportados por la degradacién quimica de los residuos de celulosa y el almidon.
En esta investigacion se trabajo con los residuos de cascaras de naranja
(Citrus sinensis L var valencia) y papa (Solanum tuberosum) variedad Diacol
Capiro (R-12), se realizaron combinaciones porcentuales de estos residuos
(N100 = Cascara de naranja al 100%, P100 = Céascara de papa al 100%,
N25P75 = Céscara de naranja al 25% y Céscara de papa al 75%, N50P50 =
= Cascara de naranja al 50% y Cascara de papa al 50%, y N75P25 = Cascara
de naranja al 75% y Cascara de papa al 25%); se les caracterizo
quimicamente en cuanto porcentaje de humedad expresado como %H en
base humeda (%H bh) y %H en base seca (%Hbs), porcentaje materia seca
expresado como (% MS), Porcentaje de grasa expresado como
% extracto etéreo, porcentaje de celulosa (gramos/ 100 gramos de residuo
seco), porcentaje de almidon (gramos/100 gramos de residuo seco),
porcentaje de azUcares reductores (gramos/100 gramos de residuo seco). Los
datos de los contenidos de celulosa, almidén y azlUcares reductores, indicaron
gue se debe realizar una hidrélisis en todos los tratamientos para aumentar la
cantidad de azUlcares reductores en los jarabes obtenidos.

Se evaluo el efecto de las combinaciones porcentuales de los residuos
organicos de cascara de naranja y papa en la produccion de azlcares
reductores mediante hidrélisis quimica, para esto se plante6 un disefio
experimental de un factor completamente aleatorizado con efectos fijos. La
prueba de Tukey indicdé que entre N100, N75P25 y P100 existe diferencias
significativas, P100 es quien genera mas azUcares reductores; dentro de las
combinaciones porcentuales N25P75 y N50P50 no hay diferencias
significativas, esto indica que la cantidad de azlcares reductores que se
genera es similar entre ellos y exhiben un comportamiento igual que hidrolizar
P100.

17



Los jarabes obtenidos después de técnicas de purificacion pueden ser
considerados como jarabes de glucosa liquida ya que se encuentran en un
rango superior de 20 ED (equivalente de dextrosa), lo que indicd que entre
N100 (21,70 ED) y N75P25 (23,50 ED), se clasifican como glucosas liquidas
de baja conversion. N25P75 (46,70), se clasifican como glucosa liquida de
conversion media o estandar, pueden ser aplicados en la industria Pastelera,
Helados, Alimentacién Dietética, Galletas, Farmacéutico. N50P50 (57,00) y
P100 (67,30) se clasifica como glucosa liquida de alta conversion, pueden ser

empleados en la industria de caramelos, chicles, confiteria

En la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, de
México, en la investigacion titulada: “Optimizacion 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)”, realizada por, Gonzalez. R et al
(2011), en la investigacion mezclaron, en igual proporcion, pajas de frijol de
las variedades Pinto villa, Pinto saltillo, Pinto mestizo y Flor de mayo. Se
determind la composicion quimica de la mezcla y se sometio a pretratamiento
con hidroxido de sodio al 0.1, 0.5y 1.0%, a 121 °C durante 30, 60 y 90 min.
Las pajas pretratadas se analizaron y sometieron a hidrélisis enzimética
durante 10 dias a 45 °C y pH 4.5, utilizando una carga enzimatica de 25 UPF/g
de celulosa, de un concentrado enzimatico comercial (Celluclast 1.5 L)
proporcionado por Novozyme. Los azucares producidos se determinaron por
el método de Miller y los valores obtenidos se utilizaron para calcular el
rendimiento de hidrdlisis. Las condiciones 6ptimas de pretratamiento e
hidrolisis se obtuvieron utilizando el método de superficie de respuesta. Los
resultados muestran que la mezcla de pajas de frijol estd compuesta por31%
de celulosa, 23% de hemicelulosa y 9% de lignina, que el pretratamiento
afecta significativamente al rendimiento de hidrolisis y que la sacarificacion
maxima (98.95+8.38%) se obtuvo para un pretratamiento con 0.5% de NaOH
durante 90 minutos a 121 °C, con un tiempo de hidrélisis de 240hapH 4.5y

45 °C, utilizando una carga enzimatica de 25 UPF/g de celulosa.
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Asi también en la Universidad Francisco de Paula Santander (UFPS),
Colombia; se realiz6 la investigacion denominada: Evaluacion de residuos de
papa, yuca y naranja para la produccion de etanol en cultivo discontinuo
utilizando Saccharomyces cerevisiae. Realizado por Quintero, L., Martinez,
Y., Velasco, J., Arévalo, A., Amparo, Y.y Urbina, N. (2015); en la que tuvieron
como objetivo la produccidn de etanol, a partir de un jarabe glucosado a partir
de residuos de yuca, naranja y papa, para su posterior fermentacion con

Saccharomyces cerevisiae (cepa nativa) y una cepa control.

Una investigacion relacionada también, fue la realizada en la Universidad
de Oviedo, sobre la, hidrélisis de residuos de la venta de verduras y hortalizas
para la produccion de bioetanol, realizada por Diaz. A. (2015), en la que
propuso el aprovechamiento de residuos para producir bioetanol. Para llegar
a este objetivo los residuos se sometidos a un pretratamiento de hidrélisis con
la finalidad de aumentar el rendimiento de la produccion de etanol. En esta
investigacion se emplearon verduras y hortalizas del mercado como papas,
tomate y pimientos, a los que se les sometieron a pre tratamientos de hidrélisis
acida, térmica y enzimatica, para luego comparar y determinar el mas
adecuado.

En la Universidad Tecnoldgica Nacional (UTN), Argentina, se realizé la
investigacion titulada: Hidrolisis enzimatica de cascarilla de arroz pretratada
con &cido diluido para evaluar la eficacia de la etapa de pretratamiento.
Realizada por Dagnino, E., Roggero, F., Morales, W., Chamorro, E., Felissia,
F., Area, M., Romano, R. (2015). Obtuvieron bioetanol a partir de materiales
lignoceluldsicos, como la cascarilla de arroz, requiere de los siguientes pasos:
pre-tratamiento, hidrélisis, fermentacion y separacion. El presente trabajo de
investigacion centrd su atencion en la segunda etapa. Para ello se partio de
cascarilla de arroz pre-tratada con acido sulfarico diluido optimizado en
estudios previos. Se realizé la hidrdlisis enzimatica del material pre-tratado y
sin tratar, para comparar los avances producidos debido a la etapa de pre-
tratamiento. Mediante la cuantificacion de los azucares liberados durante la

etapa de hidrélisis enzimatica se observé que esta liberacion es mucho mas
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22,

eficaz en el caso de la cascarilla pre-tratada. La conversion al comienzo de la
hidrolisis (50 minutos de reaccion) fue del 21,2% de mientras que en la
cascarilla sin tratar solo se convirtié el 8,1%. A las 50 horas se puede dar por
finalizada la reaccion con el 50% de conversion para el caso de cascarilla pre-

tratada y del 31% para la sin tratar.

Estado del Arte

El almidén, que es de bajo costo, renovable y de facilmente
disponibilidad, se modifica con medios fisicos, quimicos y biologicos para
mejorar sus propiedades para satisfacer las necesidades de los
consumidores, usado en las industrias de alimentos, productos farmacéuticos,
cosméticos y textiles (Hong, Chen, Zeng & Han, 2016). La hidrdlisis &cida
puede utilizarse para modificar significativamente la estructura del granulo y
las propiedades funcionales del almidon (Liu et al.,, 2014). ElI almidén
hidrolizado con acido presenta una mayor solubilidad en agua, una viscosidad
reducida, una mayor resistencia al gel y mejores capacidades de formacion
de pelicula comparadas con el almidon nativo, lo que permite su aplicacion
eficaz como agente gelificante, sustituto de grasa y agente reforzante dentro
de la industria alimentaria. (Hoover, 2000, Wang & Copeland, 2015). El
material de almidon es comunmente modificado catalizdndolo con acido
clorhidrico (HCI) o acido sulftrico (H2S04) a 25-55 ° C (Wei et al., 2013). Las
laminas cristalinas rigidas dentro de granulos de almidén impiden la
penetracion de protones, sin embargo, haciendo que el proceso de hidrélisis
sea mas bien lento. Hay un fuerte interés de este efecto para desarrollar

técnicas mejoradas para una hidroélisis de almidén mas eficiente.

Estudios recientes han reportado la produccion de almidones
hidrolizados con acido utilizando HCI 0 H2SO4 con la ayuda de campos fisicos
externos como la fuerza mecanica (Lee et al., 2006), ultrasonido (Kim, Han,
Kweon, Park & Lim, 2013) Y campos electromagnéticos (Li, Xia, Li, Pang, Cao
y Xi, 2001, Yu, Chen, Suree, Nuansri y Wang, 1996).

20



Debido a sus meéritos unicos de rapidez y uniformidad espacial, el
calentamiento 6hmico se considera como un prometedor reemplazo posible
para la calefaccion convencional en la industria alimentaria (Halden, De Alwis
y Fryer, 1990). El calentamiento 6hmico es un proceso en el cual la corriente
eléctrica pasa a través de un medio conductor para calentarlo. Esta tecnologia
se ha aplicado con éxito al procesamiento de alimentos, pero puede ser
aplicable ademéas a reacciones quimicas aceleradas, particularmente para
reacciones organicas conducidas en medios acuosos (Cardoso et al., 2015,
Pinto et al., 2013). En comparacion con el calentamiento con bafio de aceite,
el calentamiento 6hmico tiene varias ventajas, incluyendo un corto tiempo de
reaccion y un alto rendimiento en reacciones organicas tales como
sustituciones nucleofilicas, alquilacion de N- alquilacion, acoplamiento
cruzado de Suzuki y reacciones de Diels-Alder (Cardoso et al., 2015).
Ademas, el calentamiento 6hmico es capaz de gelatinizar el almidon muy
rapidamente (An & King, 2007; Li, Li, Liy Tatsumi, 2004; Wang y Sastry, 1997).
La utilizacion necesaria de electrodos metalicos restringe su aplicacion en el
procesamiento agroalimentario o en reacciones quimicas como la hidrolisis
acida o alcalina, sin embargo, debido a la electrdlisis durante el tratamiento de
corriente continua (AC) y de corriente alterna (DC). Samaranayake y Sastry
(2005) informaron que los electrodos hechos de acero inoxidable, titanio o
titanio platinado exhiben corrosion intensa de electrodos a bajos valores de
pH.

El uso de un campo eléctrico inducido (IEF) puede resolver eficazmente
la corrosion del electrodo y los problemas posteriores de contaminacion de la
muestra. IEF es una tecnologia verde y ecoldgica basada en la ley de
induccion de Faraday (Kulkarni & Khaparde, 2016) por interconversion
electromagnética, que difiere del calentamiento 6hmico en que no requiere
electrodos metalicos. El voltaje de excitacidén aplicado sobre la bobina eléctrica
primaria genera tensiones eléctricas variables en la solucién de muestra, que
sirve como bobina secundaria para formar un sistema fluidico. La disipacion
de energia eléctrica en la solucién conductora produce suficientes moléculas

portadoras de carga y migracion idnica para aumentar
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la probabilidad de colisiones adicionales con moléculas de almidon,

mejorando asi la dinamica de reaccion y los rendimientos.

Los estudios recientes sobre el procesamiento de alimentos asistidos por
IEF se han centrado principalmente en ayudar a la extraccion de componentes
bioactivos de los tejidos vegetales (Yang, Jin, Jin & Xu, 2016)y acelerar las
tasas de impregnacion (Jin, Yang, Ma, Wu, Xuy Tong, 2015). Por el contrario,
ha habido pocos informes sobre la aplicacion de IEF para modificar el material
de almidén. Ademas, el uso de un reactor de fluido permite una transferencia
eficiente de calor y masa, un control continuo de la reaccion y un consumo
guimico reducido en comparacion con el reactor de lote tradicional (Adamo et
al., 2016; Brivio, Verboom & Reinhoudt, 2006). Los informes anteriores han
demostrado las ventajas Unicas del flujo continuo en el campo del
procesamiento de alimentos, por ejemplo, truncando el tiempo de extraccion
de ocho pesticidas organofosforados en vegetales (Wu et al., 2016),
mejorando los rendimientos de fructooligosacaridos (Zambelli et al., 2016)
Reforzando el efecto de esterilizacion (Ferrario & Guerrero, 2016)

En este estudio, se investigo la hidrdlisis catalizada por acido del almidén
de patata con la ayuda del tratamiento de campo eléctrico inducido (IEF-HCI)
en un sistema de flujo fluidico. Se evaluaron exhaustivamente las condiciones
de operacion incluyendo el nimero de reactor, el tipo de sal, la concentracién
de sal, la temperatura y el tiempo de hidrolisis. Los productos hidrolizados con
acido resultantes se caracterizaron por microscopia electrénica de barrido
(SEM), difractometria de rayos X (XRD), ensayos de potencia de hinchamiento
y solubilidad y analisis de viscosidad rapida (RVA).

Los resultados presentados aqui pueden representar una ruta de
modificacion eficaz para la preparacion de almidon diluido en acido

sustituyendo las condiciones de calentamiento tradicionales por IEF.

22



23.

Bases Teoérico Cientificas

Hidrolisis acida de celulosa

Cuando se calientan a altas temperaturas con acido sulfarico diluido, las
cadenas largas de celulosa se rompen a grupos mas cortos de moléculas de
glucosa que luego liberan glucosa que puede degradarse a hidroximetil
furfural (99-109). Generalmente, la mayor parte de la celulosa esta en forma
cristalina, y se necesitan condiciones de reaccion asperas (altas temperaturas,
altas concentraciones de acido) para liberar glucosa de estas cadenas
estrechamente asociadas. Ademas, se observa que la velocidad de hidrolisis
de la celulosa aumenta mas rapidamente con el aumento de la temperatura
que la velocidad de degradacion de la glucosa y, como resultado, los
rendimientos aumentan con la temperatura y la concentraciéon de &cido,
alcanzando aproximadamente 70% a 260 °C. Sin embargo, la pirdlisis y otras
reacciones secundarias se hacen muy importantes a temperaturas por encima
de 220 ° C, y la cantidad de alquitranes y otros subproductos dificiles de
manejar formados aumentan a medida que la temperatura se eleva por
encima de estos niveles (110). Dichos materiales pueden recubrir rapidamente
las paredes del reactor y las lineas de enchufe, limitando el rango practico de
temperatura. Ademas, los tiempos de reaccion a los rendimientos maximos de
glucosa se hacen muy cortos a altas temperaturas, siendo soélo
aproximadamente 6 segundos a aproximadamente 250 °C con acido sulfurico
al 1%, y la implementacion de reactores comercialmente viables que pueden
controlar con precision tales tiempos cortos presenta un reto importante
(111).( Wyman et al., 2005)

Se han ensayado varios reactores a lo largo de los afios para liberar
glucosa de la celulosa con acido diluido. Los reactores mas antiguos, como
los empleados durante la década de 1940, tendian a ser grandes recipientes
gue podian calentarse a traves de reactores con camisa. Mas recientemente,
se ha aplicado la inyeccion directa de vapor para calentar rapidamente la
celulosa que contiene biomasa a las altas temperaturas requeridas (110, 112).

Algunos de estos reactores han sido sistemas de flujo tubular con
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adicion de vapor para calentar rapidamente suspensiones de biomasa, pero
la rapida acumulacion de alquitranes limitd su uso (110). Otros han usado
extrusores de doble husillo para promover la mezcla y control de los tiempos
de residencia del recipiente (113), pero este equipo es muy costoso y no se
ajusta facilmente a los altos rendimientos necesarios para las operaciones

comerciales. ( Wyman et al., 2005)

En general, los rendimientos de aproximadamente 50 a 60% de la
glucosa en celulosa pueden recuperarse a temperaturas de alrededor de 220
° C en reactores tipicos de co-corriente o discontinuo (111). Sin embargo, los
resultados recientes con flujo de liquido a través de sélidos que se comprimen
a lo largo de la reaccidon para minimizar el volumen de huecos muestran
rendimientos cercanos a tedricos de glucosa de hidrolisis 4cida de celulosa en
madera de alamo amarillo pretratada. Desafortunadamente, todavia no se ha
demostrado que ningun equipo comercialmente viable reproduzca este

rendimiento. (Wyman et al., 2005)

Hidrélisis acida de Hemicelulosa

Las hemicelulosas se clasifican generalmente de acuerdo con el residuo
de azucar principal en el esqueleto, p. Xilanos, mananos y glucanos, siendo
los xilanos y mananos los mas frecuentes. Dependiendo de la especie de
planta, la etapa de desarrollo y el tipo de tejido, se pueden encontrar varias
subclases de hemicelulosa, incluyendo glucuronoxilanos, arabinoxilanos,
manans lineales, glucomananos, galactomananos, galactoglucomananos, -
glucanos y xiloglucanos. Estos diferentes subtipos pueden agruparse en dos
categorias generales basadas en la hidratacion de las fibras. Los polisacaridos
de baja hidratacion incluyen los arabinoxilanos, glucuronoxilanos,
xiloglucanos y mannanos lineales. Con excepcion de los mananos lineales,
que sirven principalmente como un compuesto de almacenamiento de
semillas, esta clase de hemicelulosa funciona principalmente para estabilizar
la pared celular a través de interacciones de enlace de hidrégeno con celulosa

y la interaccion covalente con lignina. (
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Wyman et al., 2005)

De nuevo, con la excepcion de los mananos lineales, estos compuestos
son solubles en agua en su estado nativo, generalmente debido a su
construccion ramificada. Los protocolos de extraccion estandar que utilizan
alcali los desesterifican de algunas de sus cadenas laterales, interrumpiendo
la entropia del agua de solubilizacién lo suficiente como para hacer que las
cadenas parcialmente desramificadas se agreguen a través de enlaces de
hidrogeno entre cadenas y caigan fuera de la solucion. Otras hemicelulosas,
tales como galactoglucomananos, glucomananos, galactomananos y B-
glucanos comprenden un subconjunto de hemicelulosas altamente
hidratadas. Esta clase, compuesta principalmente por hidrocoloides, se utiliza
principalmente como un sistema de almacenamiento de materias primas y
energia extracelular y como mecanismo de retencion de agua en las semillas.
Debido a que tienen menos cadenas laterales unidas por éster, si es que las
tienen, la extraccion alcalina no las vuelve generalmente insolubles y tienden

a ser fuertemente hidratadas. ( Wyman et al., 2005)

Hidrolisis enzimética

En su investigacion de Garcia-Camus y colaboradores, fundamenta en
el uso de enzimas que degraden los polisacaridos presentes en la materia
prima. Se utilizan celulasas para la degradacion de la celulosa y
amiloglucosidasas y amilasas de forma conjunta para la degradaciéon del
almidon. La hidrdlisis enzimatica presenta ventajas frente a la hidrélisis
quimica y alcalina, como menores costes de equipamiento, mayores
rendimientos y la ausencia de agentes quimicos. Si bien, el precio de las
enzimas es elevado y los resultados tienen que valorarse para que a nivel

industrial su uso sea rentable. (Diaz, 2015)

Clasificacién General de Enzimas Celulasas
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Endoglucanasas

Las "endo-1,4-B-glucanasas” o 1,4-B-D-glucano 4-glucanohidrolasas
(EC 3.2.1.4), que actian aleatoriamente sobre sustratos de 1,4-B-glucano
solubles e insolubles, son comunmente Medido detectando la disminucion de
la viscosidad o grupos reductores liberados de carboximetilcelulosa (CMC)
(204). (Wyman et al., 2005)

Exoglucanasas

Las  "exo-1,4-B-D-glucanasas" incluyen las  1,4-B-D-glucano
glucohidrolasas (EC 3.2.1.74), que liberan D-glucosa a partir de 1,4-B-D-
glucanos E hidroliza lentamente la D-celobiosa, y la 1,4-B-D-glucano
celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91), que libera la D-celobiosa de los 1,4-B-
glucanos. La diferenciacion de estas clases de enzimas requiere técnicas
analiticas para distinguir glucosa y celobiosa y usualmente se lleva a cabo por
HPLC o GC. Estas enzimas se pueden distinguir ademas por su capacidad
para liberar azlcares libres del extremo reductor o no reductor de la cadena
de celulosa (205). La determinacion de qué preferencia tiene una enzima dada
normalmente se lleva a cabo mediante estudios de sinergia con enzimas de
orientacién conocida (206 - 208). ( Wyman et al., 2005)

Beta-B3-Glucosidasa

Las "B-D-glucosidasas" o B-D-glucésido glucohidrolasas (EC 3.2.1.21)
actian para liberar unidades de D-glucosa a partir de celobiosa y
celodextrinas solubles, asi como una serie de glucésidos. La medicion de esta
actividad se lleva a cabo, bien sea especificamente en celobiosa o cello-
oligdbmeros con analisis de producto por HPLC o GC, o mediante analisis
espectrofotométrico o fluorométrico directo de diversos anéalogos
cromogénicos Y fluorogénicos de celobiosa y cello-oligobmeros. (Wyman et al.,
2005)
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Cellulase Structure and Function

Sinergismo

Gilligan y Reese (209) mostraron por primera vez que la cantidad de
azucar reductor liberado de celulosa por las fracciones combinadas de filtrado
de hongos fue mayor que la suma de las cantidades liberadas por las
fracciones individuales. Desde ese informe inicial, muchos investigadores han
utilizado una variedad de preparaciones fungicas para demostrar una
interaccidn sinérgica entre los componentes homélogos de celulasa exo y
endo-actla (165, 169, 209-211). También se ha demostrado muchas veces el
efecto cruzado entre las enzimas endo- y exo-actuantes de los filtrados de
diferentes hongos aerdébicos (211-214). ( Wyman et al., 2005)

El sinergismo exo-exo se informo por primera vez en 1980 por Fagerstam
y Pettersson (215). Como se muestra en este dibujo, la sinergia exo-endo se
explica mejor en términos de proporcionar nuevos sitios de ataque para las
exoglucanasas. Estas enzimas encuentran normalmente los "extremos" de la
celodextrina en los extremos reductores y no reductores de las microfibrillas
de celulosa. La escision interna aleatoria de las cadenas celulosicas
superficiales por endoglucanasas proporciona numerosos sitios adicionales
para el ataque por celobiohidrolasas. Por lo tanto, cada evento hidrolitico por
una endoglucanasa produce tanto un nuevo reductor como un nuevo sitio no
reductor. Por lo tanto, la consideracion logica de la eficacia del catalizador
dicta la presencia de exoglucanasas especificas para reducir terminales y
terminales no reductores. De hecho, el reciente trabajo de cristalizacion de
rayos X descrito por Teeri y sus colaboradores (216) confirma que el extremo
reductor de una celodextrina puede mostrarse en orientacion proximal al tunel
del sitio activo; Es decir, el extremo reductor en primer lugar, de T. reesei CBH
I. Claeyssens y colaboradores confirmaron a partir de datos cinéticos que T.
reesei CBH Il preferia el extremo no reductor de la cadena de celulosa (217).
(Wyman et al., 2005)
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Baker y colaboradores (212) informaron recientemente de un estudio
estandarizado comparativo que midio la liberacion de glucosa y los efectos
sinérgicos en la solubilizacion de celulosa microcristalina mediante mezclas
binarias de 11 celulasas fangicas y bacterianas (ocho endoglucanasas y tres
exoglucanasas). La evaluacién de 16 pares de endo / exo revelo que los pares
de hibridos bacterianos / hongos son muy eficaces en la solubilizacion de
celulosa microcristalina. De los nueve pares de hibridos bacterianos / hongos
estudiados, seis fueron clasificados entre las nueve combinaciones mas
sinérgicas, y seis pares de bacterias / hongos también estuvieron entre los
nueve pares superiores en términos de liberacién de azucar soluble. Un par
hibrido (Acidothermus cellulolyticus El y T. reesei cel7A) se clasifico primero
en la sinergia y la liberacion de azucar. En experimentos de sinergismo exo /
exo, el rendimiento de Thermomonaspora fusca E3 confirmé su modo de
accion como "similar a CBH II" (es decir, E3 es sinérgico con T. reesei CBH I,

pero no con T. reesei CBH I1). (Wyman et al., 2005)

Diversidad de glicosil hidrolasa

Las glicosil-hidrolasas se han agrupado recientemente utilizando algoritmos
de alineacién de secuencias de proteinas Andlisis de Cluster Hidrofobico
(HCA) por Henrissat y colaboradores (218). HCA se basa en las reglas basicas
que subyacen en el plegamiento de proteinas globulares y utiliza un gréafico
bidimensional para mostrar la secuencia de aminoacidos de una proteina
representada como un "corte longitudinal desenrollado" de un cilindro (218).
La "red helicoidal" producida por esta presentacion grafica permite examinar
el entorno de secuencias completo de cada aminoé&cido. (Wyman et al., 2005)

Gilkes y sus colaboradores (219) propusieron originalmente 9 familias de
glicosil hidrolasa, basadas en las secuencias de glicosil hidrolasa disponibles
en ese momento y, en los cinco afios siguientes, estos investigadores se han

anadido sustancialmente a la lista de clasificacion
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original (220, 221). Hoy en dia, Bairoch (222) ha identificado 56 familias de
glicosil hidrolasa. Este sistema de clasificacion proporciona una potente
herramienta para estudios de ingenieria enzimética de glicosil hidrolasa,
debido a que muchas enzimas criticas para procesos industriales aiin no han
sido cristalizadas o sometidas a analisis de estructura. Sin embargo, para
aguellos que trabajan para mejorar la funcidon de la celulasa por disefio, el
hecho de que las celulasas y beta-glucosidasas se distribuyen a lo largo de
las familias de glicosil hidrolasa 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 44, 45, 48, 61, Y 74 es
un desafio. (Wyman et al., 2005)

Dado que la estructura terciaria y los residuos clave en los sitios activos
son generalmente mejor conservados que la secuencia de aminoacidos, no
es sorprendente que los estudios estructurales, combinados con las
comparaciones de secuencias dirigidas a los residuos del sitio activo, hayan
permitido que muchas de las familias se agrupen en clanes que tienen una
Pliegue y un aparato catalitico comun (223). Cinco de estos clanes
recientemente propuestos para las glicosil hidrolasas son GH-A (incluidas las
familias 1, 2, 5, 10, 17, 26, 30, 35, 39, 42, 51, 53); GH - B (familias 7 y 16);
GH - C (familias 11y 12); GH - D (familias 27 y 36); GH - E (familias 33 y 34);
GE-F (familias 43 y 62); GE - G (familias 37 y 63); Y GE - H (familias 13 y 70)
(222). Entre estos, los clanes GH-A y GH-B incluyen celulasas. Estas familias
de celulasas incluyen miembros de tipos de pliegues muy diferentes, es decir,
el barril TIM, la variante de barril BaB (una estructura similar a barril de TIM
que es imperfectamente superponible sobre la plantilla de barril de TIM),
sandwich B y hélice a Matriz circular. Esta diversidad en la estructura del
doblez de celulasa debe tenerse en cuenta al considerar la transferencia y
aplicacion de estrategias de disefio entre diferentes celulasas. (Wyman et al.,
2005)

Esto se ha explicado por la probabilidad de que los sitios de unién para
las proteinas en la superficie de celulosa se superpongan entre si; Sin
embargo, la estructura de dos dominios de las enzimas, donde ambos
dominios se unen, también puede jugar un papel (225). La lignocelulosa, que

contiene lignina y otros polisacaridos ademas de la celulosa, presenta un
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sustrato aun mas complejo para la accion enzimatica. Se ha demostrado
claramente una relacion entre el contenido de lignina y la digestion celulosa
de sustratos lignocelulésicos (226). Sild y colaboradores recientemente
informaron un estudio cinético y tedrico de la accion cellobiohidrolasa sobre la
celulosa y propusieron que ademas de ser un proceso de pelado superficial,
estas enzimas eventualmente podrian producir una superficie de sustrato tan

compleja que, sin ayuda de otras celulasas, (227). (Wyman et al., 2005)

Celulasas Procesivas

Se cree que las celulasas de las familias de glicosil hidrolasa 6, 7, 9 (y
posiblemente otras) actian de manera procesada sobre celulosa. Es decir,
estas enzimas no se desacoplan con el sustrato de celodextrina Unico hasta
gue esta cadena esté completamente hidrolizada, o hasta que la enzima se
desnaturaliza o se compromete de otro modo. De hecho, pueden desplazarse
sobre la superficie de la celulosa como consecuencia del ciclo hidrolitico. EI T.
reesei Cel7A fue probablemente la primera enzima de este grupo que se
estudio en profundidad. Al igual que la mayoria de las celobiohidrolasas de la
familia 7, el Cel7A de T. reesei contiene un gran dominio catalitico conectado
a un modulo de union de celulosa mas pequefio por un péptido enlazador de
aminoacidos que consiste en aproximadamente 30 aminoacidos. ( Wyman et
al., 2005)

Utilizando dispersiéon de rayos X de angulo pequefio, Reciveur y
colaboradores (228) informaron recientemente la conformacion de la solucién
de la proteina Ce145 de dominio completo de H. insolens, asi como el efecto
de la longitud y flexibilidad del enlazador en la disposicion espacial de Los
modulos constitutivos. Las dimensiones medidas de la enzima muestran que
el enlazador presenta una conformacion extendida que conduce a una

extension maxima entre los dos centros de masa de cada
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modulo que corresponde a aproximadamente cuatro unidades de celobiosa
en una cadena de celulosa. Estos resultados fueron consistentes con un
modelo propuesto por Himmel y colaboradores (229) donde las celulasas
pueden moverse sobre la superficie de celulosa con un desplazamiento lineal

similar a una oruga. ( Wyman et al., 2005)

Celulosa

Como homopolimero regular y lineal, se podria razonablemente pensar
que la celulosa es estructuralmente sin complicaciones. Sin embargo, esta
percepcién no seria del todo correcta, ya que las cadenas de celulosa se
organizan en ensamblajes progresivamente mas complejos a escalas de
tamafio cada vez mayores. Como resultado de esta emergente complejidad
estructural y heterogeneidad, la estructura de la celulosa ha sido notablemente
dificil de desentrafiar para una sustancia nominalmente tan simple, y es sélo
relativamente reciente que el cuadro de consenso de su organizacion ha
comenzado a surgir. Varias revisiones recientes han examinado estructuras
de celulosa, pero esta cuestion sigue siendo un tema activo de estudio (1-3).
(Wyman et al., 2005)

La estructura quimica de la celulosa, que es un polimero lineal de
unidades de monomeros de Dglucopiranosa unidas a B- (1 — 4), es de hecho
muy simple. Tipicamente, las cadenas de celulosa en las paredes celulares
de las plantas primarias tienen DP (grado de polimerizacién) en el intervalo de
5.000-7.500 unidades de monémero de glucosa, siendo el DP de celulosa de
madera alrededor de 10.000 y alrededor de 15.000 para celulosa de algodon.
La unidad basica de repeticiéon de celulosa es la celobiosa (Figura 1), el
disacarido B- (1 — 4) de la D-glucopiranosa. A temperatura ambiente, los
anillos de glucosa relativamente rigidos se encuentran todos en su
conformacion de silla de puckered de menor energia, 4 C1 (ver Figura 1), y no
hacen facilmente transiciones al otro conformador de silla o a las diversas
formas de torcedura posibles. Con los anillos en esta conformacion, todos los

sustituyentes hidroxilo e hidroximetilo
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de enlace de hidrogeno de los anillos de piranosa son ecuatoriales, dirigidos
alrededor de la periferia del anillo, mientras que todos los protones alifaticos
hidréfobos estan en posiciones axiales, apuntando hacia arriba o hacia abajo
en relacion Al plano medio de los anillos. Esta caracteristica topologica de la

celobiosa se puede ver facilmente en la Figura 1. ( Wyman et al., 2005)

CH,0H H OH CH,0H H OH
H/n 7 o— /Jon H\H "/ 3 o—/on H\H
OH H " i\ H . 0 OH H A i\ H Y L— 00—
H OH CH,OH H OH CH,OH
Celulosa

Figura 1. Estructura quimica de la celulosa
Fuente: Nieto, 2014

Hemicelulosa

Las hemicelulosas se clasifican generalmente de acuerdo con el residuo
de azucar principal en el esqueleto, p. Xilanos, mananos y glucanos, siendo
los xilanos y mananos los mas frecuentes. Dependiendo de la especie de
planta, la etapa de desarrollo y el tipo de tejido, se pueden encontrar varias
subclases de hemicelulosa, incluyendo glucuronoxilanos, arabinoxilanos,
manans lineales, glucomananos, galactomananos, galactoglucomananos, B-
glucanos y xiloglucanos. Estos diferentes subtipos pueden agruparse en dos
categorias generales basadas en la hidratacién de las fibras. Los polisacaridos
de baja hidratacion incluyen los arabinoxilanos, glucuronoxilanos,
xiloglucanos y mannanos lineales. Con excepcién de los mananos lineales,
que sirven principalmente como un compuesto de almacenamiento de
semillas, esta clase de hemicelulosa funciona principalmente para estabilizar
la pared celular a través de interacciones de enlace de hidrégeno con celulosa

y la interaccion covalente con lignina. ( Wyman et al., 2005)
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De nuevo, con la excepcidn de los mananos lineales, estos compuestos
son solubles en agua en su estado nativo, generalmente debido a su
construccion ramificada. Los protocolos de extraccion estandar que utilizan
alcali los desesterifican de algunas de sus cadenas laterales, interrumpiendo
la entropia del agua de solubilizacién lo suficiente como para hacer que las
cadenas parcialmente desramificadas se agreguen a través de enlaces de
hidrégeno entre cadenas y caigan fuera de la solucion. Otras hemicelulosas,
tales como galactoglucomananos, glucomananos, galactomananos y [-
glucanos comprenden un subconjunto de hemicelulosas altamente
hidratadas. Esta clase, compuesta principalmente por hidrocoloides, se utiliza
principalmente como un sistema de almacenamiento de materias primas y
energia extracelular y como mecanismo de retencién de agua en las semillas.
Debido a que tienen menos cadenas laterales unidas por éster, si es que las
tienen, la extraccion alcalina no las vuelve generalmente insolubles y tienden

a ser fuertemente hidratadas. ( Wyman et al., 2005)

Funcionalidad estructural de las hemicelulosas

La mayoria de los polisacaridos encontrados en las paredes celulares de
las plantas pertenecen a las clases de celulosa, hemicelulosa o pectina. La
celulosa, el polisacarido estructural dominante de las paredes celulares de las
plantas, es un polimero B- (1 — 4) -D-glucopiranosido lineal. Aunque la
celulosa funciona como el componente rigido que soporta la carga de la pared
celular, larigidez de la microfibrila de celulosa se refuerza dentro de una matriz
de hemicelulosas. Se considera que las hemicelulosas estan implicadas en la
regulacion de la elongacién y modificacion de las paredes. A diferencia de la
lignina, se cree que las hemicelulosas tienen un fuerte efecto sobre las
interacciones entre las microfibrillas de celulosa y ejercen una fuerte influencia
sobre la resistencia y la rigidez de los glicanos de reticulacion. La matriz de
reticulacion. Esta matriz se compleja adicionalmente y se refuerza con las
pectinas. Las pectinas son polisacaridos celulares acidos no celulésicos. (
Wyman et al., 2005)
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Las pectinas varian ampliamente y se dividen en tres clases,
homogalacturonan, rhamnogalacturonan | y rhamnogalacturonan Il. Las
pectinas funcionan como una matriz similar a un sol, proporcionando retencion
de agua y de iones, soporte y facilitacion de enzimas modificadoras de la
pared celular, porosidad de la pared celular, adhesion de célula a célula,
expansion celular, sefalizacion celular, regulacion del desarrollo y defensa.
Las hemicelulosas se definen libremente como heteropolisacaridos no
celulésicos de pared celular no pectinicos que consisten en varios polimeros,
gue varian en composicion de monosacaridos y enlaces glicosidicos, patron
de sustitucion y grado de polimerizacion. Su composicidbn quimica y
caracteristicas estructurales varian ampliamente entre especies, localizacion

subcelular y etapas de desarrollo. ( Wyman et al., 2005)

A menudo se han descrito como quimicamente asociados o reticulados
a otros polisacéaridos, proteinas o lignina. Los estudios de celulosa bacteriana
producida por Acetobacter xylinum en presencia de diversas fibras de
hemicelulosa han demostrado que estas hemicelulosas se convierten
rapidamente en complejadas en el interior ya lo largo de la superficie de la
microfibrila de celulosa (25-27). Los resultados de esta interaccion dependen
del tipo de hemicelulosa implicada. Estos resultados han sido apoyados por el
trabajo FT-IR sobre fibra de madera intacta (28). Probablemente no existen
enlaces quimicos entre celulosa y hemicelulosa, pero la adhesién mutua es
proporcionada por enlaces de hidrogeno y fuerzas de van der Waals. Se ha
informado de la existencia de vinculos entre hemicelulosa y lignina en madera

y otros materiales vegetales. ( Wyman et al., 2005)

Los grupos laterales de xilano pueden tener un papel importante en la
union de lignina a hemicelulosa. Se han descrito ambos enlaces éster entre
residuos de lignina y acido metilglucurénico y enlaces éter de grupos lignina a
arabinosilo (29). Los componentes fendlicos de bajo peso molecular, tales

como el acido ferulico y el acido p-cumarico, estan unidos covalentemente a
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los polisacaridos de la pared celular vegetal de las plantas anuales (30). Los
grupos laterales, especialmente los sustituyentes acetilo, afectan las
propiedades fisicoquimicas y la biodegradabilidad de las hemicelulosas
solubles o ligadas a la matriz. Se ha demostrado que la acetilacion aumenta
la solubilidad de los polisacaridos en el agua, probablemente obstaculizando
la agregacion de moléculas, y haciendo asi el sustrato mas accesible a las
enzimas (31, 32). (Wyman et al., 2005)

Por otra parte, la presencia de residuos no carbohidratos unidos a éster
impide la capacidad de glicanasas individuales para liberar productos de
degradacion uniformes y por lo tanto disminuye la degradabilidad enzimatica
de polisacaridos. Se ha demostrado que la desacetilacion quimica de la
madera de alamo y la paja de trigo aumentan su degradacién enzimatica.
Xylan se convirti6 5-7 veces mas digerible que a su vez mejoro
significativamente la accesibilidad de la celulosa a la hidrélisis enzimatica (33).
El efecto de los grupos laterales de acetilo sobre la hidrolisis enzimatica de
hemicelulosas fue demostrado por primera vez por Biely y colaboradores (34).
(Wyman et al., 2005)

Bajo la denominacién de hemicelulosas se incluye un grupo de
polisacéaridos solubles en agua que forman parte de las paredes celulares de
las plantas. La mayoria de las hemicelulosas son heteropolisacaridos que
contienen 2-4 tipos de azlcares. Los encontrados mas frecuentemente son la
D-xilosa y la L-arabinosa seguida de la D-galactosa, D-glucosa y acido D-

glucurénico. (Ordofiez, 1998)

Lignina

La lignina es uno de los polimeros organicos mas abundantes en las
plantas, justo detras de la celulosa. Es la composicion quimica exclusiva de
gimnospermas Yy angiospermas. El contenido de lignina en madera y
Gramineae es de 20-40% y 15-20%, respectivamente. Lignina es el nombre

de un grupo de sustancias; Su inhomogeneidad se manifiesta en diferentes
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especies de plantas, longitud de la estacion de crecimiento, y diferentes partes
de las plantas. Incluso en las diferentes morfologias de las células de un
mismo xilema o diferentes capas de la pared celular, las estructuras de la
lignina no son los mismos [29]. La lignina es un compuesto complejo de
unidades complicadas de fenilpropano no lineal y aleatoriamente unidas; Tres
monomeros principales son el alcohol cumarico, el alcohol coniferilico y el
alcohol sinapilico. Debido a los diferentes monomeros, la lignina se puede
dividir en tres tipos (figura 2.4): lignina de siringilo polimerizada por siringil
propano, guaacil lignina polimerizada por guaacilapropano e hidroxifenil
lignina polimerizada por hidroxifenilpropano. Por lo general, la gimnosperma
contiene principalmente guaiacil (G) lignina; La dicotiledéna contiene
principalmente guaacil-siringil (GS) lignina; ElI monocotyledon contiene
principalmente guaiacyl-syringyl-hydroxy-phenyl (GSH) lignina [30]. En un
momento, la lignina en la planta se dividié en madera blanda, madera dura y
hierba ligninas. Basandose en la estructura de la lignina, Gibbs dividid la
lignina en Gignina y GS lignina. La gignina G se forma principalmente
mediante oligomerizacion deshidratada de alcohol coniferilico, y su estructura
es homogénea. Este tipo de lignina tiene una reacciéon de Maule negativa
debido a que se generaron menos del 1,5% de siringaldehido y
aproximadamente 5% de p-hidroxibenzaldehido cuando se oxida con
nitrobenceno. La mayoria de la lignina en la madera blanda pertenece a
Gignin, que es copolimerizada por guaiacyl y tiene una reaccion de Maule
positiva. La lignina GSH es el resultado de la oligomerizacion deshidratada de
alcohol coniférico y alcohol sinapilico; El contenido de lignina es del 17- 23%.
La relacion de siringil propano a guaiacil propano es 0,5 0,1; También contiene
7-12% de grupos éster. P-Coumaryl alcohol en el que esta vinculado a la
lignina en forma de éster [10]. (Chen, H., 2014)
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Figura 2. Unidad estructural basica de lignina
Fuente: Chen H. (2014)

Azlcares reductores

Los azlcares reductores son aquellos azlcares que poseen su grupo
carbonilo (grupo funcional), intacto, un grupo hemiacetal (una interaccion
entre C-2y C-5,) que le confiere la caracteristica de poder reaccionar con otros
compuestos. En solucion acuosa, dicho grupo aldehido libre tiene la
capacidad de reduccion de agentes oxidantes. Las formas ciclicas
hemiacetales de los azlcares tiene la potencialidad de generar trazas de la
forma abierta (grupos aldehidos libres).

Azucares reductores son aquellos que como la glucosa, fructosa, lactosa
y maltosa presentan un carbono libre en su estructura y pueden reducir, en

determinadas condiciones, a las sales cupricas. (Gerena, 2013)

CHO CHO CH,OH CH,OH
H>é<OH H———O0OH \Q_' O L| (0]
HO--(IS<H HO —+—H HO--é—H HO——H
H>(|7<OH ’ H—r—OH H—-(|3<OH ’ H——OH
H—C1<OH H—F—O0OH H—(lI<OH H——OH
(:?HZOH CH,OH éHZOH CH,OH
glucosa fructosa

Figura 3. Proyeccion de Fischer de los azucares.
Fuente: Wade, 2011
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La glucosa y la fructosa son monosacaridos. La glucosa es una aldosa (un
azucar con un grupo aldehido) y la fructosa es una cetosa (un azucar con un

grupo cetona).

Residuos orgéanicos de papa

La papa o patata es un tubérculo comestible que se extrae de la planta
herbacea americana Solanum tuberosum, de origen andino. Es una planta
perteneciente a la familia de las solaniceas originaria de Suramérica y
cultivada por todo el mundo por sus tubérculos comestibles. Generalmente los

residuos que se generan de la papa es la casca.

Definicion de Términos Basicos
Acido 3,5 dinitro salicilico (DNS)

El acido 3-amino-5-nitrosalicilico (DNS o DNSA, nombre IUPAC 2-
hidroxi-3,5-dinitrobenzoico) es un compuesto aromatico que reacciona con
azucares reductores y otros reductores Absorbe luz a 540 nm. Se introdujo
por primera vez como un método para detectar sustancias reductoras en la
orina y desde entonces se ha utilizado ampliamente, por ejemplo, para
cuantificar los niveles de carbohidratos en la sangre. Se utiliza principalmente
en el ensayo de alfa-amilasa. Sin embargo, los métodos enzimaticos se suelen

preferir debido a la falta de especificidad.

En disolucién alcalina el azicar se hidroliza produciendo un compuesto
gue se reduce a un grupo nitro del DNS, para dar el producto monoamino

correspondiente. Esta reaccion da un producto colorido en solucién alcalina.

Segun Bello, en su trabajo de investigacion, cita a Sumner y
colaboradores quienes desarrollaron otro método utilizando el acido 3,5
dinitrosalicilico (DNS) para calcular la concentracion de azlcares reductores
en distintos materiales. El procedimiento se basa en una reaccion redox que
ocurre entre el DNS vy los azucares reductores presentes en la muestra. Este

método ha sufrido varias modificaciones a través de los afios para
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adecuarse al andlisis de diferentes materiales y su principal ventaja radica en
su alta sensibilidad y productividad debido a que es un método

espectrofotométrico. (Bello, 2006)

O

O,N
Hexosas OH

OH
NO,

Figura 4. Acido 3,5 dinitro salicilico (DNS)
Fuente: Bello (2006)

En la bioquimica, una hexosa es un monosacarido con seis 4&tomos de
carbono, que tiene la formula quimica C6H1206. Las hexosas se clasifican
por grupos funcionales, teniendo las aldohexosas un aldehido en la posicion
1, y las cetohexosas que tienen una cetona en la posicién 2.

Los azUcares con grupos aldehido son las aldosas y con grupos cetona
son las cetosas. El nUumero de atomos de carbono en el azucar por lo general
va de tres a siete, designados por los términos triosa (tres carbonos), tetrosa
(cuatro carbonos), pentosa (cinco carbonos), hexosa (seis carbonos), y
heptosa (siete carbonos). Los términos que describen los azlcares con

frecuencia reflejan estos primeros dos criterios.
Por ejemplo, la glucosa tiene un aldehido y contiene seis atomos de
carbono, por lo que es una aldohexosa. La fructosa también contiene seis

atomos de carbono, pero es una cetona, por lo que se le llama cetohexosa.

La mayoria de los azlicares comunes que se encuentran en la naturaleza

son aldohexosas y aldopentosas. (Wade, 2011)
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Hidroximetilfurfural
El hidroximetilfurfural (HMF) es uno de los compuestos formado por la
degradacion de los productos azucarados, en particular por deshidratacion de

la fructosa. (Subovsky, S/F)

Método de miller

Método para la determinacion de azucares reductores. El procedimiento
se realiza: En disolucién alcalina el azicar se hidroliza produciendo un
compuesto que se reduce a un grupo nitro del DNS, para dar el producto
monoamino correspondiente. Esta reaccion da un producto colorido en
solucién alcalina. (S/A, 2007)
Pentosas

Casi todas las pentosas se encuentran como polimeros o como parte

integrante de diversos glucosidos, por lo que es raro hallarlas en estado libre.

Por ejemplo, la arabinosa es constituyente de varios polisacaridos
(lamados arabanas), de gomas y de hemicelulosas, sustancias que se

encuentran en el reino vegetal.

La xilosa, también llamada azlcar de la madera, se obtiene por hidrolisis
de los polisacéridos estructurales de la madera (xilanas), de la mazorca del
maiz y de la paja, y se utiliza para la produccion industrial del furfural. (Badui,
2006)

Sacarificacion
También llamada Hidrélisis enzimatica, en esta etapa se produce la
liberacion de azlcares simples que provienen del material lignocelulosico

degradado por enzimas especificas para este propoésito.
La hidrdlisis enzimatica sufre de inhibicién por sustrato y por producto

final, lo que puede afectar importantemente la liberacion de glucosa. (Juri,
2011).
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Azucares reductores

Los azucares que dan resultados positivos con las soluciones de Tollens,
Benedict 6 Fehling se conocen como azucares reductores, y todos los
carbohidratos que contienen un grupo hemiacetal o hemicetal dan pruebas
positivas. Los carbohidratos que solo contienen grupos acetal o cetal no dan

pruebas positivas con estas soluciones y se llaman azucares no reductores.

Los azucares reductores provocan la alteracion de las proteinas
mediante la reaccién de glucosilacidbn no enzimatica también denominada
reaccion de Maillard o glicacion. Esta reaccidon se produce en varias etapas:
las iniciales son reversibles y se completan en tiempos relativamente cortos,
mientras que las posteriores transcurren mas lentamente y son irreversibles.
Se postula que tanto las etapas iniciales como las finales de la glucosilacion
estan implicadas en los procesos de envejecimiento celular y en el desarrollo

de las complicaciones crénicas de la diabetes.

cascara de papa

La céscara de la papa considerada "sin valor" en la industria de la papa
tienen un abundante contenido de almidén un polvo fino y sin sabor, de "
excelente textura ", da mayor viscosidad que los almidones de trigo o de maiz,
y permite elaborar productos mas gustosos. Se utiliza para hacer espesas las
salsas y los cocidos, y como aglutinante en las harinas para pastel, las masas,
las galletas y el helado. La fibra alimentaria representa 1- 2% del total de la
papa y se encuentra preferentemente en la piel. Tienen muchos carbohidratos,
por lo cual son una buena fuente de energia. Tienen el contenido mas elevado
de proteinas (en torno al 2,1% del peso del producto fresco. Ademas, tienen

abundante vitamina C.
Hidrolisis acida y enzimatica

La hidrdlisis acida es un proceso en el que un acido protico se utiliza para

catalizar la escisién de un enlace quimico a través de una reacciéon de
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sustitucion nucledfila, con la adicion de agua. Un ejemplo de este tipo de
reaccion es la conversion de celulosa o de almidon en glucosa. Para el caso
de los ésteres y amidas, se puede definir reaccion de sustitucion nucleofilica
de acilo.

Se entiende por hidrolisis enzimatica la hidrolisis que se produce
mediante un grupo de enzimas llamadas hidrolasas. Estas enzimas ejercen
un efecto catalitico hidrolizante, es decir, producen la ruptura de enlaces por
agua segun: H-OH + R-R’ —- R-H + R’-OH.

Se nombran mediante el nombre del sustrato seguido de la palabra
hidrolasa, y cuando la enzima es especifica para separar un grupo en
particular, éste puede utilizarse como prefijo. En algunos casos este grupo
puede ser transferido por la enzima a otras moléculas y se considera la

hidrolisis misma como una transferencia del grupo al agua.
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CAPITULO lIl: MARCO METODOLOGICO

Tipo y Disefio de lalnvestigacion

Tipo de Investigacion

Segun su finalidad serd Cuantitativa; la investigacion se desarrollara
utilizando el tratamiento por hidrolisis en residuos de céscara de papa para
cuantificar la cantidad de azucares totales, reductores, celulosay lignina antes
y después del proceso. Los métodos a utilizar corresponden a métodos

estandarizados segun la Association of Analytical Communities (AOAC).

Segun su contexto sera de laboratorio; la investigacion se llevara a cabo en a
nivel de laboratorio, donde se permitird acondicionar la investigacion a la
manipulacion de las variables independientes con rigor y control de la
situacion experimental para lograr cuantificar con exactitud y precision las

variables dependientes.
Disefio de Investigacion

Sera Experimental; se manipularan las variables independientes como:
Concentracion de hidroxido de sodio, enzima y temperatura. El efecto que
generaran en la variable dependiente como: Concentracion de azucares
totales.
Poblacién y Muestra
3.2.1. Poblacion

Céascaras de papa (Solanum tuberosum), recolectada de los

descartes del mercado de Moshoqueque en el distrito de José

Leonardo Ortiz.

43



33

34.

3.2.2. Muestra

Esta constituida por 2 kg cascara de papa (Solanum tuberosum)

deshidratada y molida.

Hipotesis

Ho: Al hidrolizar con una concentracion de acido clorhidrico al 2 % y un tiempo
de 2 horas se obtendra una menor concentracion de azucares reductores de
la cascara de papa, que al usar una concentracion enzimatica al 3 mg/mL en

2 horas.

Hi: Al hidrolizar con una concentracion de acido clorhidrico al 2 % y un tiempo
de 2 horas se obtendrd una mayor concentracion de azlcares reductores de
la cdscara de papa, que al usar una concentracion enzimatica al 3 mg/mL en

2 horas.

Variables

Variables independientes:

— Concentracion de acido clorhidrico (HCI%)

— Concentracién de enzimas celulasas (mg/mL)

— Temperatura (°C)

Variables dependientes:

— Concentracién de azucares reductores.
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35. Operacionalizacién

Tabla 1
Operacionalizaciéon de las variables para la hidrolisis de la cascara de
papa.
' Instrumento de
Variable ) _ ) .
. Dimensiones Indicador recoleccion de
Independiente
datos
Concentracion de % (2 6) Analisis
s b (2 —
Hidrolisis HCL Volumétrico
quimica _ ]
Tiempo hrs (2-4-6) Cronémetro
Concentracion de Analisis
Hidrolisis : mg/mL (1 - 3) -
enzimas Volumétrico
enzimatica _ )
Tiempo hrs (2-4-6) Cronémetro
' Instrumento de
Variable _ . _ »
_ Dimensiones Indicador recoleccion de
Dependiente
datos

Obtencion de  Concentracion de
azucares azucares mg/L Espectrofotometro

reductores reductores

Fuente: Elaboracion Propia.

36. Abordaje Metodolégico, Técnicas e Instrumentacion de

Recoleccién de Datos

3.6.1. Abordaje Metodoldgico

En el presente trabajo experimental se desarrollara en el
laboratorio de Quimica de la USS, siguiendo los procedimientos

establecidos por el método cientifico.
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Por lo tanto, se describiran los pasos a seguir para la obtencion
de azucares reductores a partir de la hidrolisis de la cascara de papa

como indica la figura 2.1.

Materia prima

A 4

Pre-tratamiento

A 4

Caracterizacion fisico-quimica

A 4

Disefio experimental

\ 4

Hidrolisis

l

Azucares reductores

Figura 5. Procedimiento experimental para la obtencion de azlcares
reductores a partir de la hidrolisis de la cascara de papa.

Fuente: Elaboracién Propia

Recepcidén de materia prima.

Se recolectard 4 kg de cascara de papa recolectada de los
descartes del mercado de Moshoqueque en el distrito de José
Leonardo Ortiz. Luego de la recoleccién seré trasladada al laboratorio
de Quimica de la Escuela de Ingenieria Agroindustrial y Comercio
Exterior de la USS.
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Pre-tratamiento

El proceso de pre-tratamiento de la cascara de papa se sometera

a las siguientes etapas:

Seleccion: Se realizard de manera visual, las papas que tengan
partes en etapa de descomposicion seran retiradas haciendo cortes

con cuchillo.

Lavado: Se procedera hacer la limpieza de material que no
interfiera en el trabajo experimental, separando la tierra que tenga

impregnada en la parte exterior de la cascara.

Cortado: Se extraerd la cdscara utilizando un cuchillo, no debe
contener almidon, para ello se retirara por raspado la parte comestible,

utilizaremos lugol como indicador de la presencia de almidon.

Secado: La cascara sera sometido a la deshidratacion en un
horno de convecciéon forzada en el laboratorio de Quimica, a una

temperatura de 105 °C por 8 horas.

Molienda: Sera molido para reducir el tamafio de la particula con
la finalidad de tener mayor area de contacto durante el tratmiento de

hidrélisis. Sera tamizado en un tamiz # 60.

Pesado: la particula finamente divida sera pesada y almacenada
en frascos, lista para los tratamientos de hidrdlisis. Las muestras
estaran almacenadas a temperatura ambiente y cerrados

herméticamente.
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Caracterizacion fisico-quimica

La cascara de papa se le realizara un analisis proximal para lo

cual se utilizaran los métodos estandarizados de la AOAC.

Determinacion de humedad. Método AOAC 1990/964.22

Materiales:
Crisoles o capsulas de porcelana: se deben desecar a 100 °C x 2 h,

tomar con pinzas de crisol y registrar el peso vacio.

Procedimiento:

Para la determinacién de la humedad se pesan aproximadamente 50
g de muestra en una balanza de precisién dentro de una capsula
previamente tarada, desecandose a 110°C en estufa, hasta alcanzar
un peso constante. La pérdida de peso se considerada como el
contenido de humedad y el residuo desecado del alimento se
considera la materia seca. Los resultados obtenidos se expresan

porcentualmente.
Célculos:
%H = (gramos de agua)/b)*100
Donde:
b la masa (g) de la muestra tomada para el andlisis.

Gramos de agua = m(muestra)inicial - m (muestra)final

Porcentaje de Materia Seca:
%MS = m (muestra)seco*100/b
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Determinacion de cenizas. AOAC 923.03

Materiales, Insumos y Equipos

Balanza analitica, sensibilidad 0,1 mg.

Crisoles o capsulas de porcelana, silice o platino.

Desecador con deshidratante adecuado (silicagel con indicador,
oxido de calcio u otro).

Placa calefactora u otro

Mufla regulada a 550 £ 2 °C.

Material usual de laboratorio.

Procedimiento

Efectuar el andlisis en duplicado.

Para granos, fideos moler la muestra y pasar por tamiz de 20 mesh,
muestras de pan trozar en pequefios fragmentos manualmente.

Si la muestra contiene abundante agua pesar una cantidad que
contenga de 3 a 5 g de sdlidos, mantenerla sobre un bafio de vapor
hasta sequedad aparente.

Pesar 0,1 mg en una capsula previamente calcinada y tarada (mo)
entre 2 a 5 g de muestra homogenizada (m1). Si la muestra contiene
abundante agua pesar una cantidad que contenga de 3 a 5 g de
sélidos, mantenerla sobre un bafio de vapor hasta sequedad
aparente.

Proceder a precalcinar previamente la muestra en placa calefactora,
evitando que se inflame, luego colocar en la mufla e incinerar a 550
°C hasta cenizas blancas o grisaceas.

Preenfriar en la mufla apagada y luego traspasar a desecador y pesar
a temperatura ambiente. Las cenizas que contienen manganeso 0
hierro pueden presentar cierta coloracion.

Enfriar en desecador y pesar (mz2).
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3.6.2.

Expresion de resultados:

mz: masa de la cdpsula con las cenizas, en gramos.
m1: masa de la capsula con la muestra, en gramos.

mo: masa de la capsula vacia, en gramos.

Promediar los valores obtenidos y expresar el resultado con dos

decimales.

Cuantificacion de azucares reductores

La variable dependiente concentracion de azlcares reductores,
seran determinados mediante la técnica utlizando el reactivo 3,5 -

acido dinitrosalicilico (DNS)

Técnicas de Recoleccién de Datos

Las siguientes técnicas de recoleccion de datos seran utilizadas
para la obtencién de datos y su analisis estadistico correspondiente:

Determinacion de celulosa.
Mussatto et al. (2006).

Materiales:
Vasos de precipitado, Agitadores de vidrio, Probetas, Autoclave,

Centrifuga, pHmetro, bomba al vacio, estufa, balanza.

Reactivos
- H2SO4 concentrado
-NaOH al 2 %
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Procedimiento:
Este procedimiento tiene como objetivo la liberacion de la celulosa

del material vegetal.

Hidrolisis acida:

100 mg de acido/g de material seco; una relacion sélido: liquido de
1:8 9.9,

Prepara una solucion de H2SO4 asi: para 5 gramos de muestra: 0.27
ml y llevarlos 40 ml de agua por muestra.

Tomar 5 grs de material vegetal deshidratado en polvo.

Agitar hasta total impregnacion

Colocar en autoclave por 120°C durante 17 minutos.

Centrifugar para separar el material sélido

Reservar el material sélido.

Hidrolisis Basica:

Adicionar sobre la muestra de la hidrolisis acida 100 ml de NaOH al 2
%

Agitar hasta total impregnacion

Colocar en autoclave por 120 °C durante 90 minutos.

Elaborar filtros en lana de vidrio, desecarlos y pesarlos (se prefiere
filtros tejido 100 % poliéster).

Filtrar en lana de vidrio en bomba al vacio

Tomar pH del sélido

Lavar con agua destilada hasta pH neutro.

Secar en estufa hasta 50 °C hasta alcanzar 50 % de humedad.

Determinar el contenido de celulosa por pérdida de peso.

Determinacion de azucares reductores por el método de DNS 3.5
- Acido Dinitrosalisilico (Miller, 1959).

Reactivos

- 100 ml de solucién de hidroxido de calcio 5%.

- 1000 ml de agua destilada hirviendo
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3.6.3.

- 1.25 grs de DNS

- 37.5 grs de tartrato de sodio y potasio

- 2 gramos de NaOH vy disolverlos en 125 mlde agua destilada
- 100 ml Patrén de glucosa 1.0 g/L

- Muestras problema

- Papel milimetrado

Preparacion de reactivos:

Preparacion reactivo DNS (hacerlo en la oscuridad): Preparar una
solucién de NaOH (2 gramos de NaOH vy disolverlos en 125 ml de
agua destilada) y adicionar 1.25 grs de DNS + 37.5 grs de tartrato de
sodio y potasio, disolver delicadamente hasta completa disolucion.
En un balén aforado de 250 ml, verter lentamente y con agua destilada
aforar hasta la marca. Mezclar bien y envasar el reactivoen un frasco
oscuro ambar. Marcar con el nombre, fecha de elaboracion. Dejar
almacenado en la oscuridad.

Preparacion patron de glucosa: En un balén aforado, preparar 100 ml
de un patron de glucosa 1g/L. Pesar la cantidad requerida y almacenar

en refrigeracién, Marcar con el nombre, fecha de elaboracion.

Instrumentos de Recoleccién de Datos

Espectrofotometro UV — Vis

Bafio Maria

Agitador magnético

TermoOmetro. Boeco. Rango -10 a 150 °C

Cronometro Digital Marca Taylor 5828
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37.

38.

Procedimiento para la Recoleccién de Datos

El procedimiento a desarrollar en la presente investigacion y la adecuada
recoleccion de datos permitira obtener informacidén importante y relevante

para cumplir con los objetivos especificos planteados.

La cascara de papa deshidratada, molida y tamizada, sera analizada con
la finalidad de tener datos iniciales antes del inicio de la etapa experimental.
La muestra estara envasada en un frasco herméticamente cerrado con la

finalidad de conservar en condiciones adecuadas.

La cascara de papa sera solubilizada en agua, la cual ser4 sometida a
la hidrolisis quimica y enzimatica segun los niveles de tratamiento

establecidos en matriz de operacionalizacion de las variables.

Previo a ello, se realizaran pruebas preliminares con la finalidad de tener
habilidades en el procedimiento experimental a desarrollar, asi como hacer
ajustes en variables no intervinientes y de esta manera tener un adecuado

manejo de las variables independientes.

Andlisis Estadistico e interpretacion de datos
Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA), con arreglo factorial
2 x 2 x 3; lo cual corresponde a la combinacion de 2 factores con 3

repeticiones por cada tratamiento, para cada una de las hidrolisis.

Los factores para la hidrolisis quimica son: Concentracion de HCL (2 a 6
%) y tiempo de (2 a 6 h)

Los factores para la hidrélisis enziméatica son: Concentracién de enzimas

(2y 6 mg/mL) y tiempo de (2 a 6 h)

Las dimensiones y niveles dueron determinados segun los antecedentes

de estudio de hidrolisis de temas relacionados a residuos
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39.

310.

agroindustriales y algunas variables no intervinientes se determinaran durante
las pruebas preliminares, antes de realizar las corridas experimentales.

Los resultados obtenidos seran analizados considerando la distribucion
normal mediante el andlisis de varianza (ANOVA).

Principios Eticos

Nosotros como actores principales de la investigacion sobre hidrolisis
quimica y enzimatica de la cascara de papa somos concientes de la
responsabilidad cientifica y las consecuencias de la realizacion y difusion de

la misma a la sociedad.

Por lo tanto, como autores de la presente investigacion aplicamos los

criterios éticos de la siguiente manera:

Los resultados obtenidos no seran falsificado, menos inventados total o

parcialmente.

No realizamos plagio, las investigaciones revisadas y utilizadas para la
presente investigacion son citadas dando crédito a la propiedad intelectual de

los investigadores.

La presente investigacion cumple con lo establecido por el Reglamento
de Investigacion de la USS.

Criterios de Rigor Cientifico

La presente investigacion cumpliendo con los principios de rigurosidad
cientifica estara asegurando que los datos obtenidos seran validos, fiables y
creibles debido al uso de métodos y técnicas estandarizadas por la AOAC y

otras validadas por antecedentes de estudios.
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Debemos tener presente, que la fiabilidad y la validez son cualidades
esenciales que deben tener las pruebas o los instrumentos de caracter
cientifico para el recojo de datos, debido a que garantizan que los resultados

que se presentan son merecedores de crédito y confianza.
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CAPITULO IV: ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

41. Resultados de la caracterizaciéon de la cdscara de papa
molida
Tabla 2
Andlisis de resultados después de caracterizar la composicion
guimica de la cascara de papa (Solanum Tuberrosum)
Andlisis Resultados
Cenizas % 7.3%
Humedad % 4.33%
Acidez % 1.6%
Fuente: Elaboracion Propia
42. Resultados en tablas y gréaficos

Andlisis Estadistico de la hidrdlisis &ciday Tiempo para el rendimiento

de azucares
Los valores obtenidos de azucares reductores para el analisis de varianza

son los siguientes:
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Tabla 3
Anadlisis de resultados después de aplicar hidrélisis aciday tiempo para

el rendimiento de azlcares reductores

Concentracion tiempo Azlcares
% HCI H mg/L
2% 2h 2,7070
2% 2h 2,6903
2% 4 h 2,7404
2% 4 h 2,7154
2% 6 h 2,7738
2% 6 h 2,7487
4% 2h 2,8155
4% 2h 2,8072
4% 4 h 2,8322
4% 4h 2,8239
4% 6 h 2,8656
4% 6 h 2,8406
6% 2h 2,8489
6% 2h 2,8155
6% 4h 2,8656
6% 4 h 2,8406
6% 6 h 2,9491
6% 6 h 2,8573

Fuente: Elaboracion Propia
En la tabla se logran ver la concentracion de acido de 2%, 4%, 6%, los cuales
reaccionan en diferentes tiempos de 2 hrs, 4 hrs y 6 hrs, obteniendo como
resultados la concentracién de azucares obtenidos después del proceso de

hidrolisis acida.
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Tabla 4

Analisis de Varianza para Azucares

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Acido 0.0326196 1 0.0326196 247.68 0.0000
B:Tiempo 0.0078554 1 0.0078554 59.65 0.0002
AA 0.00167 1 0.00167 12.68 0.0119
AB 0.00027889 1 0.00027889 2.12 0.1959
BB 0.000418335 1 0.000418335 3.18 0.1250
Error total 0.000790188 6 0.000131698

Total (corr.) 0.0432666 11

Fuente: Elaboracion Propia.

R-cuadrada = 98.1737 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 96.6517 porciento

En esta tabla nos centraremos en el valor-P ya que este nos muestra el valor
de significancia. Para que estas variables sean significantes tienen que tener
un valor menor a 0.05, por lo que si nos filamos en la tabla 2, nos damos
cuenta que la variable A con respecto al &cido, la variable B con respecto al
tiempo y las variables AA, tienen valores menores a 0.05, por lo que podemos
decir que dichos valores son significativos.

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Azucares en piezas
separadas para cada uno de los efectos. entonces prueba la significancia
estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un
estimado del error experimental. En este caso, 3 efectos tienen una valor-P
menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con

un nivel de confianza del 95.0%.
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Tabla b

Coef. de regresion para Azucares

Coeficiente Estimado
Constante 2.59437
A:Acido 0.0785667
B:Tiempo -0.0153083
AA -0.00625625
AB 0.0020875
BB 0.00313125

Fuente: Elaboracion Propia.

Esta ventana despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a

los datos. La ecuacion del modelo ajustado es

Azucares = 2.59437 + 0.0785667*Acido - 0.0153083*Tiempo -
0.00625x625*Acido”2 + 0.0020875*Acido*Tiempo + 0.00313125*Tiempo”2

En donde los valores de las variables estan especificados en sus
unidades originales. Para hacer que STATGRAPHICS evalle esta funcion,
seleccione Predicciones de la lista de Opciones Tabulares. Para graficar la

funcion, seleccione Graficas de Respuesta de la lista de Opciones Gréficas.
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Tabla 6

Optimizacion de Respuesta (Meta: maximizar Azucares)

Factor Bajo Alto Optimo
Acido 2.0 6.0 6.0
Tiempo 2.0 6.0 6.0

Nota: Valor 6ptimo = 2.93657

Fuente: Elaboracion Propia.

Esta tabla muestra la combinacién de los niveles de los factores, la cual
maximiza Azucares sobre la region indicada. Use el cuadro de didlogo de
Opciones de Ventana para indicar la region sobre la cual se llevara a cabo la
optimizacién. Puede establecer el valor de uno o mas factores a una

constante, estableciendo los limites alto y bajo en ese valor.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Azucares

A:Acido

B:Tiempo

AA

BB

AB

i

4 8 12 16
Efecto estandarizado

Figura 6. Diagrama de Pareto para la hidrolisis acida y el tiempo reductores
en la hidrdlisis acida.

Fuente: Elaboracion Propia.
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Gréfica de Efectos Principales para Azucares

2.88 —

2.85 — —

2.82 — —

2.79 — —

Azucares

2.76 — —
2.73 —
27 &= —

2.0 . 6.0 2.0 6.0
Acido Tiempo

Figura 7. Grafica de efectos principales para el rendimiento de azlcares
reductores en la hidrdlisis acida.

Fuente: Elaboracion Propia.

En la gréfica 6 existen 3 variables las cuales son: azucares que se
encuentran en el eje vertical y &cido clorhidrico (HCI), tiempo que se
encuentran en el eje horizontal, de lo cual podemos decir que: si tenemos
una concentracion de 2% de &cido clorhidrico (HCI) a tiempos (2 hrs,
4hrs y 6 hrs), dicha concentracién a un mayor tiempo va a aumentar el

contenido de azucares

Gréfica de Interaccion para Azucares

2.94 Tiempo=6.0 N
29 —
2.86 — ) -
Tiempo=2.0

2.82 — |

Azucares

2.78 - Tiempo=6.0 7]

2.74 — —
Tiempo=2.0

2.0 i 6.0
Acido

Figura 8. Grafica de interaccion para el rendimiento de azUcares reductores
en la hidrolisis acida.

Fuente: Elaboracion Propia.
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En la grafica se muestra dos variables la primera que se encuentra en el
eje vertical que la del azdcar y la segunda que se encuentra en el eje
horizontal que es la del acido clorhidrico (HCI), ambas referidas al
tiempo. Aqui se muestra que si la concentracion de &cido clorhidrico
(HCI) ya sea 2%, 4% 0 6%, mientras su tiempo de reaccion sea mayor,

el contenido de azucares ird en aumento.

Superficie de Respuesta Estimada

Azucares

Figura 9. Grafica de superficie respuesta para el rendimiento de azlcares

reductores en la hidrdlisis acida.

Fuente: Elaboracion Propia.

En esta gréafica de superficie de respuesta que se muestran 3 variables,
cada una de estas en 3 ejes diferentes: Azlcares para el eje y, acido
clorhidrico (HCI) para el eje x y tiempo para eje z, aqui las variables que
determinaran la cantidad de azlcares seran las variables acido- tiempo,
las cuales después de encontrarse en un punto de encuentro, permitiran
trazar una linea horizontal hacia donde se encuentra la variable de
azucares en el eje y. ejemplo si tenemos una concentracion de 4% de
acido clorhidrico (HCI) a un tiempo de 4hrs, tendremos un valor cercano
a2.74.
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

-

Azucares
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Figura 10. Grafica de contorno para el rendimiento de azlcares reductores
en la hidrdlisis &cida.
Fuente: Elaboracion Propia.
Este grafico esta referido a dos variables que son tiempo-acido que
determinaran la cantidad de azlcares, desde un punto de encuentro
entre ambas, ejemplo: si tenemos una concentracion de 6% de &cido
clorhidrico (HCI) y un tiempo de 4 hrs, tendremos un valor cercano entre

2.82 de azUcares

Andlisis Estadistico de la hidrdlisis enzimética y tiempo para el
rendimiento de azltcares reductores
Los valores obtenidos de azucares reductores para el analisis de varianza

son los siguientes
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Tabla 7
Analisis de resultados después de aplicar hidrélisis enzimaticay tiempo

para el rendimiento de azUcares reductores

Concentracion tiempo Azlcares
% Enzimas H mg/L

0.05% 2h 6,0820
0.05% 2h 5,2473
0.05% 4 h 8,5863
0.05% 4h 8,2733
0.05% 6 h 9,7341
0.05% 6 h 10,2559
0.1% 2h 6,1864
0.1% 2h 6,2907
0.1% 4 h 8,6907
0.1% 4h 8,5863
0.1% 6 h 9,9428
0.1% 6 h 10,4646
0.2% 2h 6,2907
0.2% 2h 6,8125
0.2% 4 h 9,0037
0.2% 4 h 9,2124
0.2% 6 h 10,2559
0.2% 6 h 10,6732

Fuente: Elaboracion Propia.

En la tabla se logran ver la concentracion de acido de 0.05%, 0.1%, 0.2%, los
cuales reaccionan en diferentes tiempos de 2 hrs, 4 hrs y 6 hrs, obteniendo
como resultados la concentracion de azucares obtenidos después del proceso

de hidrélisis enzimaticas.
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Tabla 8
Analisis de Varianza para la hidroélisis enzimatica y tiempo para el

rendimiento de azUcares reductores

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Enzima 0.219612 1 0.219612 5.52 0.0571
B:Tiempo 18.988 1 18.988 477.14  0.0000
AA 0.15384 1 0.15384 3.87 0.0969
AB 0.0245079 1 0.0245079 0.62 0.4624
BB 1.88255 1 1.88255 47.31 0.0005
Error total 0.238774 6 0.0397957

Total (corr.) 21.3582 11

Fuente: Elaboracion Propia.

R-cuadrada = 98.882 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 97.9504 porciento

En esta tabla nos centraremos en el valor-P ya que este nos muestra el

valor de significancia. Para que estas variables sean significantes tienen que

tener un valor menor a 0.05, por lo que si nos fijamos en la tabla 5, nos damos

cuenta que la variable B con respecto al tiempo, tiene un valor menor a 0.05,

por lo que podemos decir que dicho valore es significativo.

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Azucares en piezas

separadas para cada uno de los efectos. entonces prueba la significancia

estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un

estimado del error experimental. En este caso, 2 efectos tienen una valor-P

menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con

un nivel de confianza del 95.0%.
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Tabla 9
Coef. de regresion para la hidrélisis enzimatica y tiempo para el

rendimiento de azUcares reductores

Coeficiente Estimado
Constante 1.95556
A:Enzima -0.4823
B:Tiempo 2.52876
AA 0.252663
AB 0.040141
BB -0.210053

Fuente: Elaboracion Propia.

Esta ventana despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a

los datos. La ecuacion del modelo ajustado es

Azucares = 1.95556 - 0.4823*Enzima + 2.52876*Tiempo +
0.252663*Enzima”2 + 0.040141*Enzima*Tiempo - 0.210053*Tiempo”2

En donde los valores de las variables estan especificados en sus
unidades originales. Para hacer que STATGRAPHICS evalle esta funcién,
seleccione Predicciones de la lista de Opciones Tabulares. Para graficar la

funcion, seleccione Graficas de Respuesta de la lista de Opciones Gréficas.
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Tabla 10

Optimizacion de Respuesta (Meta: maximizar Azucares)

Factor Bajo Alto Optimo
Acido 0.05 2.0 2.0
Tiempo 2.0 6.0 6.0

Nota: Valor 6ptimo = 10.0939

Fuente: Elaboracion Propia.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra la combinacién de los niveles de los factores, la cual

maximiza Azucares sobre la region indicada. Use el cuadro de dialogo de

Opciones de Ventana para indicar la regidén sobre la cual se llevara a cabo la

optimizacién. Puede establecer el valor de uno o mas factores a una

constante, estableciendo los limites alto y bajo en ese valor.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Azucares

B:Tiempo

BB

A:Enzima

AA

AB

8 12 16 20 24
Efecto estandarizado

o
IN

Figura 11. Diagrama de Pareto para la hidrolisis enzimatica y el tiempo.

Fuente: Elaboracion Propia.
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Gréfica de Efectos Principales para Azucares

10

V/

Azucares
©
‘ L ‘ L ‘ L ‘ LI ‘

0.05 2 2 6
Enzima Tiempo

Figura 12. Grafica de efectos principales para el rendimiento de azlUcares
reductores en la hidrélisis enzimética.

Fuente: Elaboracion Propia.

En la gréfica 11 existen 3 variables las cuales son: azucares que se
encuentran en el eje vertical y enzima, tiempo que se encuentran en el
eje horizontal, de lo cual podemos decir que: si tenemos una
concentracion de 0.05% de enzima (celulasa) a tiempos (2 hrs, 4hrsy 6
hrs), dicha concentracién de enzima a un mayor tiempo va a aumentar

el contenido de azucares.

Gréfica de Interaccion para Azucares

11

10

J Tiempo=6
Tiempo=6

Azucares

Tiempo=2
Enzima
Figura 13. Gréfica de interaccion para el rendimiento de azucares reductores
en la hidrolisis enzimatica.

Fuente: Elaboracion Propia.
En la grafica se muestra dos variables la primera que se encuentra en el
eje vertical que es la del azlcar y la segunda que se encuentra en el gje
horizontal que es la de la enzima (celulasa), ambas referidas al tiempo.
Aqui se muestra que si la concentracion de enzima (celulasa), ya sea

0.05%, 0.1% o 0.2%, mientras su tiempo de reaccion sea mayor, el

68



contenido de azucares ird en aumento.
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Superficie de Respuesta Estimada

Azucares

o N [ee] ©
0

Figura 14. Grafica de superficie respuesta para el rendimiento de azlcares
reductores en la hidrdlisis enzimética.

Fuente: Elaboracion Propia.

En esta gréfica de superficie de respuesta que se muestran 3 variables,
cada una de estas en 3 ejes diferentes: AzUcares para el eje y, enzima
celulasa para el eje x y tiempo para eje z, aqui las variables que
determinaran la cantidad de azlcares seran las variables enzima-
tiempo, las cuales después de juntarse en un punto de encuentro,
permitirdn trazar una linea horizontal hacia donde se encuentra la
variable de azucares en el eje y. ejemplo si tenemos una concentracion

de 0.05% de enzima celulasa a un tiempo de 4hrs, tendremos un valor

cercanoa .
Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
6 T T i T ! k= Azucares
F— — 1 — 60
C T ]l — 65
51 T -1 — 70
.. TT— 1 — 75
g I T 1 — 8o
§ 4 - - TT—] —=s85
= r T ——— ] — 90
L "_—_——F—-_‘“imi-—&___\ 4
sl o - - . 9.5
L — — - A 10.0
r— - ] — 105
] Sana—— . . g uo
0 0.4 0.8 1.2 16 2 115

Enzima

Figura 15. Grafica de contorno para el rendimiento de azucares reductores
en la hidrolisis enzimatica.

Fuente: Elaboracion Propia.

Este grafico esta referido a dos variables que son tiempo-enzima que
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determinaran la cantidad de azlcares, desde un punto de encuentro
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entre ambas, ejemplo: si tenemos una concentracion de 0.2% de enzima

y un tiempo de 4 hrs, tendremos un valor cercano entre 8,5 de azucares.

4.3. Discusion de resultados

En el andlisis estadistico para la hidrdlisis acida y Tiempo en el
rendimiento de azlcares se pudo obtener un R-Cuadrado en donde indica que
el modelo, asi ajustado, explica 98.1737% de la variabilidad en Azucares. El
estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar
modelos con diferente nUmero de variables independientes, es 96.6517%. El
error estandar del estimado muestra que la desviacion estdndar de los
residuos es 0.011476. El error medio absoluto (MAE) de 0.0062625 es el valor
promedio de los residuos. El estadistico de Durbin- Watson (DW) prueba los
residuos para determinar si haya alguna correlacién significativa basada en el
orden en que se presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es
mayor que 5.0%, no hay indicacion de autocorrelacion serial en los residuos
con un nivel de significancia del 5.0%.

Segun Gerena, F. (2013). Evalué el efecto de las combinaciones
porcentuales de los residuos organicos de cascara de naranja y papa en la
produccién de azucares reductores mediante hidrélisis quimica, para esto se
planted un disefio experimental de un factor completamente aleatorizado con
efectos fijos. La prueba de Tukey indicé que entre N100 = Cascara de naranja
al 100%, N75P25 = Cascara de naranja al 75% y Céscara de papaal 25% y
P100 existe diferencias significativas, P100 = Cascara de papa al 100% es
quien genera mas azlcares reductores; dentro de las combinaciones
porcentuales N25P75 = Céscara de naranja al 25% y Cascara de papa al 75%
y N50P50 = Céascara de naranja al 50% y Céascara de papa al 50% no hay
diferencias significativas, esto indica que la cantidad de azucares reductores
gue se genera es similar entre ellos y exhiben un comportamiento igual que
hidrolizar P100 = Cascara de papa al 100%.

El analisis estadistico realizado para el proceso hidrolitico indicé que

para determinar las condiciones de operacion de un proceso de hidrolisis
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quimico se debe tener en cuenta variables como: temperatura, tiempo y
concentracion de &cido, ya que dentro de los efectos principales se encontro
que estas variables generan un efecto estadistico altamente significativo
(p=<0,05) sobre la generacion de azucares reductores. Quintero et al (2015).

El en caso del andlisis Estadistico de la hidrdlisis enzimatica y tiempo
para el rendimiento de azucares reductores, el estadistico R-Cuadrado indica
que el modelo, asi ajustado, explica 98.882% de la variabilidad en Azucares.
El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar
modelos con diferente nUmero de variables independientes, es 97.9504%. El
error estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de los
residuos es 0.199489. El error medio absoluto (MAE) de 0.113781 es el valor
promedio de los residuos. El estadistico de Durbin- Watson (DW) prueba los
residuos para determinar si haya alguna correlacién significativa basada en el
orden en que se presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es
mayor que 5.0%, no hay indicacion de autocorrelacion serial en los residuos
con un nivel de significancia del 5.0%.

Gonzalez. et al (2011), Mencionan que las condiciones optimas de
pretratamiento e hidrélisis se obtuvieron utilizando el método de superficie de
respuesta. Los resultados muestran que la mezcla de pajas de frijol esta
compuesta por 31% de celulosa, 23% de hemicelulosa 'y 9% de lignina, que el
pretratamiento afecta significativamente al rendimiento de hidrélisis y que la
sacarificacion maxima (98.95+8.38%) se obtuvo para un pretratamiento con
0.5% de NaOH durante 90 minutos a 121 °C, con un tiempo de hidrélisis de
240h a pH 4.5 y 45 °C, utilizando una carga enzimética de 25 UPF/g de
celulosa.

A lo que sostienen Miranda y Molina (2015). Segun los resultados de su
investigacion, concluyeron que para aumentar el rendimiento de azucares
reductores, la mejor combinacion de niveles es una temperatura de
sacarificacion de 60 °C y un tiempo sacarificacion de 2 h. Ademas, que las
etapas de sacarificacion y fermentacibn pueden realizarse de forma
simultdnea aun cuando se opere a 32 °C. Los resultados de concentracion de
etanol obtenidos son comparables con valores de concentracion de (6,0 a 7,5)

% v/v usuales en la industria.
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6.1

62

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

—  Se caracteriz6 la composicion quimica de la cascara de papa (Solanum
tuberosum) obteniendo los siguientes resultados: Cenizas 7,33%,
humedad 4,33%, acidez 1.6 %, grados brix 6°

—  Se realiz6 el pre-tratamientos de la muestra de cascara de papa antes
de realizar la hidrdlisis quimica y enzimatica y se determind los siguientes

parametros de control: temperaturas 110 °C por 15 min.

—  Se evaluo los diferentes tiempos para la hidrdlisis acida y enzimatica de
la cascara de papa pre-tratada, en donde se obtuvo el mayor rendimiento
en los experimento con enzimas cuando usamos 2 % de HCL y 6 horas

de tratamiento.

—  Se Determind el contenido de azlcares reductores para la hidrélisis con
HCL, llegando hasta 2.93657 mg/ miL, y con hidrolisis enzimatica, hasta
10.0939 mg/ miL.

Recomendaciones

—  Se propone evaluar en rendimiento de azucares segun la variedad de
papa.

—  Se sugiere evaluar en rendimiento de azucares segun el tipo de enzima.

- Plantear la evaluacion en usando el parametro temperatura para
maximizar el rendimiento.

- Estos azucares simples, pueden ser utilizados para la elaboracion de

combustibles como el etanol, confiteria, jarabes azucarados, entre otros.
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ANEXO

Figura 16.
Recipientes con cascara de papa

Figura 17.
Mufla 650°C

Figura 18.
Mufla con muestras

Figura 19.
Muestras a 1002C
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Figura 20.

Centrifuga

Figura 21.
Muestras de extraccion de

azUcares

Figura 22.

Espectofotémetro
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