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Resumen

En las ultimas décadas, se ha despertado el interés por el aprovechamiento de los residuos
lignocelulésicos (recurso renovable), conformados por celulosa, hemicelulosa y lignina, los
cuales pueden ser empleados como productores de carbohidratos mediante procesos quimicos
y/o bioldgicos. Los carbohidratos pueden ser aprovechados para producir diversos compuestos
quimicos similares a los que se obtienen a partir del petrdleo como es el caso de los
biocombustibles, que se pueden implementar para aportar parte de la demanda energética. La
biomasa lignocelul6sica como residuo o subproducto puede provenir de diversas fuentes como:
la agricultura, las actividades forestales, aserraderos, la agroindustria, entre otras. La generacion
de residuos lignocelulésicos por el procesamiento y comercializacion del fruto de la jaca
(Artocarpus heterophyllus) es una alternativa para la obtencion de azucares aprovechables. El
presente trabajo trata de un estudio sobre el desempefio del residuo lignoceluldsico de jaca para
su aprovechamiento como fuente de azucares reductores, mediante el proceso de hidrolisis acida
e hidrolisis enzimatica. La composicion de los residuos del fruto de jaca fue de 25.36% de
celulosa, 13.24% de hemicelulosa 'y 9.29% de lignina. Las condiciones déptimas para la hidrolisis
acida fueron de 90°C de temperatura, 6% (p/p) de concentracion de acido y tiempo de 120 min;
obteniendo una produccién de azucares reductores de 9.8104 g/L y un rendimiento de reaccion
de 22.69%. En el caso de la hidrélisis enzimatica las condiciones 6ptimas de temperatura, Rs1 y
tiempo para la produccion de azucares reductores fue de 40°C, 7.5% y 2 h, con las cuales se
obtuvo una concentracion de azlcares de 25.2646 g/L, utilizando celulasas y hemicelulasas de
Aspergillius niger (Sigma Aldrich®), con un rendimiento de reaccion de 58.48%. Los modelos
matematicos estudiados y aplicados a los datos experimentales mostraron ajustes de 0.9662 para
una Ry de 7.5%, un valor de 0.9886 para un Ry de 10% Yy un ajuste de 0.9881 para un Ry de
12.5%. Basado en los rendimientos obtenidos para las condiciones 6ptimas, se determind que la

hidrolisis enzimatica fue 2.6 veces mas eficiente que la hidrélisis acida.

Xiv



Abstract

In recent decades, interest has been awakened in the use of lignocellulosic waste (renewable
resource), consisting of cellulose, hemicellulose and lignin, which can be used as carbohydrate
producers through chemical and/or biological processes. Carbohydrates can be used to produce
several chemical compounds similar to those obtained from petroleum, such as biofuels, which
can be implemented to provide part of the energy demand. The lignocellulosic biomass as waste
or by-product can come from diverse sources such as: agriculture, forestry activities, sawmills,
agroindustry, among others. The generation of lignocellulosic residues by the processing and
commercialization of the jackfruit (Artocarpus heterophyllus) is an alternative for the obtaining
of usable sugars. The present work deals with a study on the performance of the lignocellulosic
waste of jackfruit for its use as a source of reducing sugars, through the process of acid
hydrolysis and enzymatic hydrolysis. The composition of the waste of the jackfruit was 25.36%
cellulose, 13.24% hemicellulose and 9.29% lignin. The optimum conditions for acid hydrolysis
were 90°C of temperature, 6% (w/w) of sulfuric acid concentration and 120 min of time;
obtaining a production of reducing sugars of 9.8104 g/L and a reaction yield of 22.69%. In the
case of enzymatic hydrolysis, the optimal conditions of temperature, Rs1 and time for the
production of reducing sugars were 40°C, 7.5% and 2 h, respectively, with which a
concentration of sugars of 25.26 g/L was obtained, using cellulases and hemicellulases of
Aspergillius niger (Sigma Aldrich®), with a reaction yield of 58.48%. The mathematical models
studied and applied to the experimental data showed adjustments of 0.9662 for a Ry of 7.5%, a
value of 0.9886 for a Ry) of 10% and an adjustment of 0.9881 for an Ry of 12.5%. Based on the
yields obtained for the optimals conditions, it was determined that the enzymatic hydrolysis was

2.6 times more efficient than the acid hydrolysis.
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1 Introduccion

La necesidad de materias primas como fuente de carbono sostenibles fomenta cada vez mas el
interés en los procesos para el aprovechamiento de la biomasa lignoceluldsica como fuente de
carbohidratos. Estos hidratos de carbono pueden ser aprovechados para producir, por ejemplo,
etanol y acido lactico, sustratos para la produccion de biocombustible y bioplastico (Guerfali,
et al. 2014; Sacramento-Rivero, et al. 2010). Ademas, la imposibilidad de establecer un modelo
sostenible a partir del petréleo, la incertidumbre en la disponibilidad y precio, asi como el
impacto ambiental que conlleva el aprovechamiento de este recurso, fomenta cada vez mas el
interés en los procesos para el aprovechamiento de la biomasa lignocelulésica como fuente de
azucares fermentables (Guerfali et al. 2014; Sacramento-Rivero et al. 2010; Yamaguchi et al.
2015).

El aprovechamiento de la biomasa lignocelulosica ha ganado terreno debido a que este recurso
se puede explotar y generar un amplio espectro de productos. Sin embargo, para aprovechar
plenamente los residuos lignoceluldsicos es necesario considerar procesos aplicables a estos
materiales sin importar la fuente de procedencia. También es necesario acoplar la produccion
de los bioproductos de alto valor agregado, principalmente biocombustible, mediante el
desarrollo de biorefinerias. Este tipo de estrategias ya han sido empleada en Estados Unidos,

Japdn y en paises de la Union Europea (Sacramento-Rivero, et al. 2010; Nizami, et al. 2017).

En la literatura se puede encontrar una gran variedad de trabajos de investigacion sobre el
aprovechamiento de residuos lignoceluldsicos para la obtencidn de azlcares reductores. En estas
investigaciones, los azucares obtenidos se emplean principalmente para produccion de etanol,
acido lactico, polioles (alcoholes polihidricos), entre otros. Ademas, estos carbohidratos pueden
ser transformados en diversos productos Utiles mediante procesos de conversion bioldgica o
quimica (Tabla 1) (Nwogwugwn, et al. 2016; Agencia Provincial de la Energia, 2014;
Yamaguchi, et al. 2016)



Tabla 1. Productos obtenibles a partir del aprovechamiento de material lignoceluldsico*

o ] Quimicos Quimicos o
Materia prima Azucares o _ Intermediarios
primarios secundarios
Combustibles
Metanol Aditivos para
combustibles
Glucosa Etanol Eter
Solventes
Xilosa Glicerol Olefinas
Material _ o ’ Poliacrilico
i ul6si Arabinosa Acido lactico Esteres
ignocelulésico Acido
Manosa Furfural Furano polilactico
Galactosa Lisina Acrilato Nylon
Acido galico Poliuretano
Resinas

* Modificado de (Agencia Provincial de la Energia, 2014)

2 Marco teodrico

2.1 Lignocelulosa: estructura y composicion

Se denomina lignocelulosa (Figura 1) al material principal que constituye parte de las plantas.
La lignocelulosa, al ser un recurso natural renovable es uno de los materiales mas prometedores

para producir energia y productos que se obtienen a partir de la explotacion del petroleo.



Lignina

Hemicelulosa

Figura 1. Estructura de la lignocelulosa (fuente: (Brandt, et al. 2013)).

El material lignoceluldsico es el principal componente de la pared celular de las plantas, es un
recurso abundante, renovable y sus principales componentes son la celulosa, hemicelulosa y
lignina. En la tabla 2 se muestran las concentraciones quimicas de algunos materiales

lignocelulésicos.



Tabla 2. Composicion lignoceluldsica de algunos residuos lignoceluldsicos*

Fuente Celulosa % Hemicelulosa % Lignina %
Rastrojo de maiz 35 25 35
Paja de trigo 30 50 15
Coco de aceite 18.85 - 21.8
Cascara de platano 13.2 14.8 14.0
Hojas de tomates 10.9 8.1 24.8
Madera blanda 40-44 25-29 25-31
Madera dura 43-47 25-35 16-24

* Modificado de (Abdul Khalil, et al. 2012; Suhas, et al. 2016; Ruiz-Colorado, et al. 2014)

2.1.1 Celulosa

La celulosa es el polimero de carbono méas abundante en la naturaleza, esta conformada por
moléculas de glucosa unidas mediante enlaces B-1,4-glucosidicos, esto forma largas cadenas de
glucosa. Estas cadenas se unen mediante los diversos puentes de hidrégeno, hechos por los tres
grupos hidroxilo de la glucosa, lo cual construye diversas zonas cristalinas en la celulosa, asi
como se muestra en la figura 2 (Abdul Khalil, et al. 2012; Coseri, 2017; Suhas, et al. 2016).

CH;OH
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a) b)
Figura 2. Celulosa: a) estructura de celulosa cristalina y b) glucosa, la unidad monomérica de la celulosa
(fuente: modificado de (Wordpress, 2015)).



La alta cristalinidad de la celulosa provoca que sea insoluble en agua y en los solventes
orgéanicos mas comunes; ademas, por esta propiedad, es resistente a las reacciones quimicas a

temperaturas elevadas, hasta que se accede a sus regiones amorfas (Coseri, 2017).

La celulosa puede ser aprovechada para la obtencién de glucosa (Figura 2b), la cual puede ser
empleada para elaborar diversos productos quimicos. La glucosa puede ser facilmente usada en
procesos de fermentacion para obtener una gran variedad de productos quimicos (Healey, et al.
2015; Sacramento-Rivero, et al. 2010).

2.1.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa (Figura 3a) es un heteropolisacarido que esta conforma por cadenas lineales de
xilosa ramificada con pentosas y hexosas. Podemos encontrar monosacaridos como Xxilosa,
glucomananos, galactanos y arabanos, ademas también pueden presentar acido urénico cuando
el tejido es muy lignificado. Esta variedad de azUcares incrementa la cantidad de productos

obtenibles de la lignocelulosa.
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Figura 3. Hemicelulosa: a) estructura de hemicelulosa y b) principales monosacaridos que conforman la

hemicelulosa.

2.1.3 Lignina

La lignina es un biopolimero el cual posee una estructura muy compleja y de alto peso

molecular.

Dentro de su estructura contiene alcoholes fenilpropilicos como el alcohol

cumarilico, coniferilico y sinapilico (Figura 4).
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Figura 4. Lignina: a) estructura de la lignina y b) ejemplo de algunos de los compuestos que puede

contener lignina.

La lignina se puede aprovechar para la obtencion de diversos productos como el &cido galico
(aditivo alimenticio) y el &cido ferulico (antioxidante, precursor de vainillina) (Healey, et al.
2015; Ruiz-Colorado, et al. 2014).

2.2 Residuos lignocelulésicos

Una fuente de lignocelulosa son los residuos lignoceluldsicos, los cuales pueden ser generados
a partir de la agricultura, la agroindustria y actividades forestales. Estos residuos son una fuente
rica en carbohidratos ya que se producen 15-17x10° ton/afio aproximadamente, de este residuo,
la mayor parte es proveniente de residuos agricolas, los cuales son generados por las actividades
del cultivo de diversas plantas, o parte de estas, después de que el producto agricola es
aprovechado (Chen, et al. 2017).

Los residuos lignoceluldsicos pueden provocar graves efectos de contaminacion. Un ejemplo
de estos casos es la acumulacion en los sistemas agricolas y la incineracion del material para
diversos fines. Una forma oOptima y eficiente para mermar este problema es reciclar estos
residuos para diversos fines, por ejemplo, produccién de alimento para ganado, como composta
para diversos cultivos y su empleo como fuente de azucares (Petre y Petre, 2012; Petre y Petre,
2013).



2.3 Aprovechamiento de residuos lignocelulésicos

La lignocelulosa es una fuente de carbono renovable, pero debido a su estructura compleja, el
aprovechamiento de este material es costoso (Guerfali, et al. 2014; Sacramento-Rivero, et al.
2010; Yamaguchi, et al. 2016; Chen, et al. 2017). Sin embargo, la lignocelulosa puede provenir
de fuentes de bajo costo como lo son los residuos lignoceluldsicos. Al emplear los residuos
lignocelulésicos como fuente de azlcares, se amplia la variedad de sus aplicaciones en
biorefinerias. Sin embargo, para lograr el buen aprovechamiento de estos materiales para este
fin, es necesario acceder a los carbohidratos que conforman la pared celular de la lignocelulosa.
Estos procesos pueden incluir un pretratamiento quimico, mecanico o biolégico, procesos de
hidrolisis acida o enzimatica para la obtencion de los azlcares estructurales, la produccion de
compuestos quimicos a partir de estos elementos y la separacion de los productos (Tanaka y
Matsuno, 1985).

2.4 Procesos de hidrolisis

La rigidez del material lignoceluldsico esta dado por la concentracion de lignina, lo cual limita
su aprovechamiento eficiente ya que impide el contacto con la celulosa y la hemicelulosa. La

lignina es el material residual de la hidrdlisis (Chen, et al. 2017; Healey, et al. 2015).

En el aprovechamiento de los residuos lignoceluldsicos, en la obtencion de azlcares a partir de
los carbohidratos estructurales del material, se emplean se emplean las técnicas la hidrolisis
(acida, enzimatica y basica), la cual, es la disociacion de las moléculas de celulosa y

hemicelulosa en presencia de agua y un catalizador.

2.4.1 Pretratamiento

Algunos de los materiales lignoceluldsicos presentan una alta resistencia a ser aprovechados
como fuente de azlcares debido a la recalcitrancia generada por la lignina, la cual varia
dependiendo de su fuente (Dominguez—Dominguez, et al. 2012; Da Silva-Perez, et al. 2011).
Para retirar la lignina existen tres métodos, el primero es el quimico, en el cual se realizan una
reaccion directamente sobre el material con sustancias acidas; esto reduce la concentracion de

los materiales que componen la lignocelulosa, incluyendo la lignina y, por lo tanto, su
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recalcitrancia. El segundo método es el mecanico, en el cual se reduce el tamafio de particula
para incrementar la porosidad y el area de contacto de la particula, lo que facilitaria la reaccion.
La tercera es el método bioldgico, en el cual se emplean organismo que se alimentan de la lignina

0 enzimas extraidas de estos organismos (Da Silva-Perez et al. 2011).

2.4.2 Hidrolisis acida

El proceso de hidrdlisis acida de residuos lignocelulésicos consta de la ruptura de los enlaces de
las macromoléculas de polisacaridos en presencia de agua apoyados por el cation H* (hidrén) el
cual es aportado por una fuente acida (catalizador) (Chen, et al. 2017; Dominguez—Dominguez,
et al. 2012; Herrera, et al. 2003).

La hidrolisis acida es una reaccion quimica y para que esta ocurra deben cumplirse dos cosas:
la primera es que las moléculas reaccionantes deben impactarse de forma precisa (teoria de
colisiones) (Figura 5a) y estas deben alcanzar la energia de activacion para llevar exitosamente

la reaccion (teoria de estado de transicion) (Figura 5b) (Fogler, 2001; Roberts, 2009).

Reaccion sin catalizador

AN
1 ' i - - - - Reaccion con catalizador
CHOQU W/ |
NO RN 54—@ =) H A

Dok g o ©
CHOQUE 7
EFICAZ ->N+8 = v
‘ @ Reactivos

Transcurso de la reaccion
a) b)

Figura 5. Reacciones quimicas: a) teoria de colisiones y b) teoria del estado de transicion.

Productos

La reaccion de hidrdlisis acida se puede llevar a cabo de dos maneras: la primera, empleando
bajas concentraciones de acido a altas temperaturas, reduciendo la cantidad de acido y el tiempo

de reaccion; sin embargo, al requerir altas temperaturas se aceleran todas las reacciones,



incluyendo las de degradacion. La segunda, utilizando altas concentraciones de &cido a bajas
temperaturas y con lo que se logra alcanzar altas concentraciones de azucares; sin embargo, el
gasto de catalizador es elevado, ademas, de los equipos son corroidos méas facilmente y los

tiempos de residencia se incrementan (Pifieros-Castro y Yineth, 2014).

Para la hidrélisis de lignocelulosa se presentan diversas reacciones paralelas y secuenciales que

crean un sistema complejo de reacciones, las cuales se representan en las ecuaciones (1) a (4):

Celulosa “ Glucosa (1)
Hemicelulosa i Xilosa (2)
Hexosas k—3> HMF 3)
Pentosas “ Furfural (4)

Donde k es la constante de velocidad de reaccion.

En la ecuacion (1) se presenta la produccion de glucosa a partir de la celulosa. En la ecuacion
(2) se presenta la produccion de xilosa a partir de la hemicelulosa, excluyendo el resto de los
monosacaridos que componen este polimero. En la ecuacion (3) y (4) se plantea la degradacion
de los monosacéridos de hexosas (6 carbonos) y pentosas (5 carbonos) en HMF (hidroximetil

furfural) y furfural respectivamente (Healey, et al. 2015; Herrera, et al. 2003).

2.4.3 Hidrolisis enzimatica

El proceso de hidrolisis enzimatica en residuos lignocelulésicos se lleva a cabo cuando se realiza
actividad selectiva, coordinada y sinérgica de las enzimas (proteina o sustancia tipo proteica con
propiedades cataliticas) hidroliticas sobre los enlaces de estos sustratos. En las reacciones
enzimaticas las enzimas se enlazan al sustrato mediante un sitio activo especifico. El poder

catalitico de las enzimas se atribuye a la energia del enlace del sustrato con la enzima a traves
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de enlaces mdaltiples con los grupos funcionales especificos de la enzima (cadena de
aminoécidos, iones metélicos) (Fogler, 2001). La selectividad de las enzimas es la razon que
evita la degradacion de los productos deseados, siempre y cuando, la enzima no sea afin al
producto (Roberts, 2009). En las ecuaciones 5 a 7 se describen las reacciones involucradas en

el proceso de hidrolisis enzimatica.

k,
S+ E=ES (5)

ES=EP (6)

EP=P +E 7)
ke

Donde S es el sustrato, E es la enzima, ES es el complejo enzima-sustrato, EP es el complejo
enzima-producto, P es el producto k4, k,, ks, ks, ks Y ke sOn las constantes de velocidad de

reaccion.

El comportamiento de las reacciones enzimaticas esta dada la relacién de Michaelis-Menten

mostrada en la ecuacion (8).

_ ViaxlS] (8)
Ky + [S]

Vo
Donde V, es la velocidad de produccion, V.., es la velocidad maxima, [S] es la concentracién
del sustrato y K,,, es la constante de Michaelis-Menten (corresponde a la concentracion del
sustrato donde la velocidad de reaccion es la mitad de la velocidad maxima). La ecuacidn (8) es

valida cuando la concentracién de la enzima es menor a la del sustrato y cuando la concentracion
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dl complejo sustrato-enzima es constante (en estado estacionario) (Roberts, 2009). La figura 6

representa graficamente el comportamiento de las reacciones enzimaticas.

Vmax

Vo

Vo [S]
Kn + [S]

0 (S]

Figura 6. Efecto de la concentracion del sustrato en la velocidad de las reacciones enzimaticas.

Existen dos modelos para la interaccion de la enzima con el sustrato, el modelo de la llave y el
candado y el modelo de la adaptacion inducida, el cual es mas util, ya que las moléculas de
enzima y del sustrato distorsionan uno o mas de los enlaces del sustrato, tensionandolos y
debilitandolos para que la molécula quede mas susceptible al reordenamiento (Figura 7a)
(Fogler, 2001; Roberts, 2009).

En el caso de la celulosa, las endoglucanasas rompen los enlaces internos de la red, enseguida,
las exoglucanasas liberan celobiosa de los extremos no reductores de la cadena y, finalmente,

las glucosidasas liberan las unidades de glucosa (Cuervo, et al. 2009) (figura 7b).
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Figura 7. Proceso de hidrdlisis enzimatica: a) modelo de la adaptacion inducida, b) hidrolisis enzimética de

celulosa y c) cinética de las reacciones enzimaticas.
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Existen diversos factores que afectan la velocidad de las reacciones enziméticas, como la
temperatura, el pH, la afinidad de la enzima hacia el sustrato, reacciones de competencia;
ademas se ha discutido sobre las limitaciones de la transferencia de masa y los efectos del
mezclado en las reacciones enzimaticas (Chien-Tai, et al. 2014; Hodge, et al. 2008; Kinnarinen,
et al. 2012; Palmquvist, et al. 2016). Incluso las concentraciones del sélido arriba de 20%, reduce

la actividad de las enzimas hacia el sustrato (Tervasmaki, et al. 2017).

2.5 Otros productos de hidrélisis de residuos lignocelulosicos

Los azucares reductores no son los Unicos productos generados a partir de las reacciones de
hidrélisis. Los productos de degradacion también tienen importancia comercial. EI HMF es
empleado para la produccion de dimetilfurano (DMF) el cual es empleado como
biocombustible. También se produce &cido levulinico que se emplea para la produccion de
nylon, plésticos, gomas y farmacos (Rosatella, et al. 2010). En cuanto al furfural, se pude
emplear para la produccion de agentes antimicrobianos, funguicidas, herbicidas, resinas, fibras
de spandex, nylon, se emplea en tratamientos de la madera, preservadores de libros y como

aditivo en combustibles (Eseyin y Steele, 2015).

2.6 Antecedentes

La hidrolisis acida ha sido una de las técnicas mas empleadas para la obtencidn de azlcares a
partir de la lignocelulosa, en la cual se han empleado diversos acidos. Cominmente se emplean
acidos sulfurico, clorhidrico, fluorhidrico, nitrico, fosférico y acético (Chen, et al. 2017

Dominguez—-Dominguez, et al. 2012; Herrera, et al. 2003).

En el trabajo de Dominguez—-Dominguez, et al. (2012) se realiz6 la hidrolisis de la cafa de
azucar en la cual se alcanzé una concentracion de 0.982 g/L con H2SO4 al 2% de concentracion,
en un tiempo de 90 min, a una temperatura 75°C. La baja concentracion de azlcares obtenidas

se debe a las bajas temperaturas del proceso.

Kassaye, et al. (2016) reportaron una conversion de 25% en azlcares reductores totales a partir
de celulosa monocristalina empleando 5% de H2SO4 por 60 min a 80°C. Esto se debid a que en

la reaccidn no intervenia la lignina ni la estructura cristalina de la lignocelulosa.
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Megawati, et al. (2015) reportaron conversiones en azucares reductores totales de 26.34% en
mazorca, 24.28% en ramas de melinjo (Gnetum gnemon), 40.75% en hojas de melinjo, 26.01 en
aserrin de mahoni (Swietenia macrophylla), esto, en un tiempo de reaccion de 35 minutos con

una concentracion de H2SO4 de 0.18M a 220°C en una carga de 300g en 1L de solucidén &cida.

En el trabajo presentado por El-Zawawy, et al. (2011) reportaron que con 5% de H2SOs se
obtuvieron concentraciones de azlcares reductores de 5.9 g/L para mazorca a 50 min, 5.2 g/L

para residuo de platano a 120 min y 5.3 g/L para paja de arroz a 180 min.

En semilla de jaca, Wahidin y Wuryantoro, (2015), reportaron una conversion de azlcares

reductores de 25% en una reaccion de 3 min, a un pH de 3.5 de HCl a 110°C.

Las reacciones acidas de hidrdlisis se han empleado como pretratamientos quimicos para abrir
la estructura de la lignocelulosa y celulosa cristalina. Ademas, reduce la concentracion de

lignina, lo que deja libre a las fibras de hemicelulosa para su aprovechamiento.

Se han realizado diversas aplicaciones de la sacarificacion por hidrélisis enzimaticas a lo lago
de los afios. Se han empleado celulasas y hemicelulasas de diferentes fuentes como Trichoderma
reesei y Aspergillus niger. Estas enzimas, se han empleado para el aprovechamiento de residuos
lignoceluldsicos, principalmente residuos agricolas del cultivo de la cafia de azlcar, agave,

maiz, trigo, entre otros.

En el trabajo de Guilherme, et al. (2017), se obtuvo 55.9 g/L a partir de la cafia de azucar con
34 FPU/g, a 50°C en 72 h de reaccion mediante un complejo enzimatico comerciales de
Novozymes NS22036. Donde la cafia de azucar recibi6 dos pretratamientos, uno acido (2% v/v
de H2S0.) y otro alcalino (4% p/p de NaOH).

En el trabajo de Wahidin y Wuryantoro, (2015) se reporto, en harina de semilla de jaca a glucosa,

una conversién de 19.43% de glucosa empleando 0.5 mL de alfa-amilasa.

En el trabajo de investigacion de Mithra y Padmaja, (2017) se reportd que a partir del fiame pie
de elefante (Amorphophallus paeoniifolius) se obtuvo concentraciones de 33.42, 35.77, 37.91,
45.17 y 45.67 g/L de azUcares reductores en tiempos de 24, 48, 72, 96 y 120 h, con una
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concentracion inicial de 29 g/L. A partir del fiame mayor (Dioscorea spp.) se reportd
concentraciones de 45.9, 47.03, 51.02, 58.63 y 59.01 g/L de azUcares reductores en tiempos de
24, 48, 72, 96 y 120 h, con una concentracion inicial de 39.48 g/L. En ambos casos se emple6

el complejo enzimético celulolitico Econzyme RT80 de M/s Ecostar a 50°C.

En el trabajo de Idrees, et al. (2014) se reportd que a partir del camalote (Eichhornia crassipes)
pretratado con un pretratamiento de H>SOs al 3% v/v a 121°C y 1 h de reaccion, y una hidrolisis
enzimatica por 48 h a 50°Ccon celulasas comercial de Genocore International se obtuvo una

concentracion de 36.65 g/L de azUcares reductores.

2.7 Jaca: una fuente de residuos lignocelulésicos

El fruto de jaca (Artocarpus heterophyllus), mostrado en la figura 8, proviene de un arbol de
una altura de 10 a 15 metros, los cuales pueden generar alrededor de 500 frutos que pueden
medir hasta 90 centimetros y llegar a pesar hasta 50 kg. Al fruto de jaca se le atribuyen

propiedades nutritivas y curativas (Elevitch y Manner, 2006; Love y Paull, 2011).

Figura 8. Jaca: a) Fruto de jaca cultivado y b) Fruto de jaca seccionado.

En el afio 2016 se produjeron 18,611 ton de fruto de jaca en el estado de Nayarit, entidad
federativa que es el principal productor de este fruto lo que representa el 88% de la produccién

anual nacional (SIAP, 2018). Del fruto que no aprueba los estdndares de calidad, solo una
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pequefa parte es procesada comercializando solo la pulpa en fresco a nivel de carretera. Tanto
los residuos del procesamiento como los frutos rechazados son vertidos a tiraderos a cielo
abierto ocasionando contaminacion al ambiente atrayendo fauna nociva (Agencia Informativa
CONACYT, 2016; SIAP, 2014).

Figura 9. Residuo de jaca

Wahidin y Wuryantoro (2015) reportaron que el residuo (Figura 9) de la jaca comprende
aproximadamente el 40% del total del fruto. Ademas, Raj y Ranganathan (2018) reportaron que

la jaca contiene 21.29% de celulosa en base seca.

Debido al volumen de produccion de jaca, el porcentaje de residuo del fruto, la cantidad
(variable) del fruto rechazado, es el principal motivo de este proyecto, donde se propone el
aprovechamiento del residuo lignocelulésico de la jaca por medio el proceso de sacarificacion
mediante las técnicas de hidrolisis &cida e hidrolisis enzimatica para la obtencion de azlcares

estructurales, los cuales pueden ser empleados para humerosos procesos biotecnolégicos.

17



3 Hipotesis

La cantidad de residuos lignocelulésicos generados por la produccién y aprovechamiento del
fruto de la jaca son una potencial fuente de azUcares fermentables, que pueden ser aprovechados
mediante los métodos de hidrdlisis &cida e hidrélisis enzimética, aumentando la concentracion
de azlcares fermentables con la hidrolisis enzimatica por la interaccion especifica de las

enzimas.

4 Objetivo
4.1 Objetivo general

Evaluar la produccion de azucares fermentables a partir de la sacarificacion de la celulosa y

hemicelulosa en el residuo de la jaca mediante hidrolisis acida y enzimatica.

4.2 Objetivos especificos

e Caracterizar quimicamente el sustrato de residuo de jaca mediante una hidrdlisis acida
cuantitativa.

e Evaluar el efecto de la temperatura, tiempo de reaccion, y concentracion de acido en la
hidrolisis acida del residuo de jaca.

e Evaluar el efecto de la temperatura, tiempo de reaccién y relacion sélido-liquido (Rsn)
en la hidrolisis enzimatica del residuo de jaca.

e Determinar las condiciones éptimas que promuevan una mayor concentracion de
azucares fermentable en la hidrolisis acida y enzimatica del residuo de jaca.

e Desarrollar modelos empiricos que permitan la prediccion de la concentracion de

azucares fermentables en la reaccién de hidrélisis.
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5 Materiales y métodos
5.1 Material biologico

Los frutos de jaca se obtuvieron de la planta empacadora perteneciente al sefior David Montoya
situada en el poblado de Aticama en San Blas, Nayarit. Se emplearon los frutos en estado de
madurez fisiologica, los cuales fueron lavados y cortados retirando la pulpa y semillas. Se utiliz6
la cascara, listones y el resto (residuos). Los residuos de la jaca fueron deshidratados en un horno
(Novatech) a una temperatura de 50°C por 96 horas. El residuo seco se trituré en un molino de
mano hasta llevarlo a un tamafio de particula menor de 1.4 mm; a este material se le nombro

sustrato.

5.2 Determinacion de humedad

El proceso se baso en la pérdida de peso del material debido a la evaporacion del agua disponible
(Sluiter, et al. 2008). Se pesaron 0.5 g de sustrato (por triplicado) en una charola de aluminio a
peso constante conocido. Enseguida se colocaron en una mufla (Felisia FE-340) a 105°C hasta
registrar un peso constante. Una vez transcurrido este tiempo la humedad (H) de las muestras

fue determinada por la ecuacién (9):

Peso — Peso 9)
charola+muestra charola+muestra seca
H(%) = +100

Pesocharola+muestra

5.3 Determinacioén de cenizas

Se pesaron 0.5 g de muestra (por triplicado) y se colocaron en un crisol de porcelana
previamente mantenido a peso constante conocido, se colocaron los crisoles con la muestra en
una mufla (Felisia FE-340) a una temperatura de 575°C a presion atmosférica durante 12 horas.

Finalmente, el porcentaje de cenizas se determiné por diferencia de peso, entre el crisol con
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muestra al inicio y el crisol con la muestra calcinada (Sluiter, et al. 2008). Se determind

mediante la ecuacion (10):

Pcrisol +muestra

P

crisol+muestra

Pceniza+charola * 100 (10)

Cenizas =

5.4 Determinacion de holocelulosa

Se determin6 holocelulosa con la metodologia de Browning 1967(por triplicado). Se pesaron 2
g de muestra en un matraz erlenmeyer. Se agregé 63 mL de agua destilada, 0.2 mL de &cido
acetico y 0.6 g de clorito sodico. Se llevo cabo la reaccion a 75°C en agitacion constante en un
agitador transversal (Memmert). Se agreg6 0.2 mL de acido acético y 0.6 g de clorito sodico
cada hora durante tres horas. Después de transcurrir este tiempo, se detuvo la reaccion enfriando
a 10°C en un bafio maria con hielo. El contenido se filtré y se lavé con agua destilada hasta
perder la coloracion amarilla. El material resultante se seco y se determind su concentracion con

la ecuacion (11):

) _ (Pesofiltro+muestra - Pesofiltro seco)(loo - Humedad(%))holocelulosa) (11)

Holocelulosa(%
Pesomuestra

5.5 Determinacion de celulosa y hemicelulosa

Se determind celulosa y hemicelulosa por triplicado mediante la metodologia planteada en la
norma ANSI/ASTM (1997). Se pes6 1 g de holocelulosa en un matraz erlenmeyer, se agregé 5
mL de NaOH al 17.5% (p/p) previamente preparado (ver anexo A.1). Se agreg6 2.5 mL de
NaOH al 17.5% cada gradualmente hasta completar un volumen de 12.5 mL. Se colocé en un
bafio maria con agitacion constante a 30°C. Se agreg6 16.5 mL de agua destilada. Se llevo a
cabo la reaccion durante una hora en agitacion constante. Transcurrido este periodo, el contenido
se filtr6 al vacio con 50 mL de NaOH al 8.3% (p/p) y posteriormente con agua destilada. Se
desactivo el vacio y se agregd 7.5 mL de acido acético al 10%, se dejo 5 minutos en contacto.

Se llevé a la neutralidad con agua destilada y se filtra al vacio una vez méas. La materia que
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permanece en el papel filtro es la celulosa (a-celulosa) y el material degradado en la reaccion es
la hemicelulosa (B-celulosa). La concentracion de celulosa se determind con la ecuacion (12) y

la concentracion de la hemicelulosa con la ecuacion (13):

Celulosa(%)

— ((Pesofiltro+muest‘ra - Pesofiltro seco)(Humedad(%)holocelulosa)(100 - humedad(%)celulosa) * 100) (12)
Pesomuest‘ra (Materia Organica(%)holocelulosa)(100 - HumEdad(%)holocelulosa)

Hemicelulosa(%) = Holocelulosa(%) — Celulosa(%) (13)

5.6 Determinacion de lignina soluble e insoluble

La determinacion de lignina soluble e insoluble se realizo por triplicado con la metodologia
planteada por Sluiter et al. (2012). Se pesaron 0.3 g de muestra seca en un tubo de ensayo. Se
realizo la hidrdlisis agregando 3 mL de H2SO4 a 72% (p/p) de concentracion durante una hora
a 30°C en agitacion constante en un bafio con agitacion (Memmert). Enseguida, se le agrego 84
mL de agua destilada para reducir la concentracion del &cido a 4% vy se llevé a 121°C durante
una hora en una autoclave (Biobase BKQ-B7511). Al finalizar este proceso, se filtro y recuperd
el liquido filtrado para la determinacion de lignina soluble la cual se llevd a cabo en un
espectrofotometro (Jenway 7305) donde se realizo la lectura de absorbancia a 320 nm, con este

valor se calcul6 la concentracion de lignina con la ecuacion (14).

V(ML) pyestra UV (cm)dilucion (14)
ABS Peso seco(g)muyestraPath leingth(cm)

Lignina soluble (%) =

Para la lignina insoluble (permanece como solido en el papel filtro) se realiz6 lavados con 750
mL de agua destilada. El papel se secd durante 24 h. Se registro el peso. La diferencia del peso
total y el papel filtro es la lignina insoluble, se determind la concentracion de lignina insoluble

con la ecuacion (15).
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Peso de lignina(g) L (15)

00
Peso(g)muestra seca

Lignina insoluble(%) =

5.7 Determinacion de solidos solubles

Se determind por triplicado la concentracion de los sélidos solubles mediante la metodologia
planteada en la norma 1SO-2173-2003. Se pesd 40 g de muestra, se agregd 150 mL de agua
destilada. Se llevo a punto de ebullicion durante 20 minutos para después ser filtrados y, en
seguida fue determinado la concentracion de solidos solubles, en grados Brix (°Bx), mediante
la lectura del liquido filtrado en un refractometro ATAGO, donde la concentracion en grados

Brix es el porcentaje de solidos solubles en la muestra.

5.8 Determinacion de extracto etéreo

Se determind extracto etéreo por triplicado mediante el método de soxhtlet planteada en Sluiter
A. et al. 2008. Se pesaron 2 g de muestra seca los cuales fueron colocados en dedales de celulosa
marca Whatman'™, Cat No. 2800-258 (a peso constante). Los dedales fueron introducidos dentro
de un extractor Soxhlet y un matraz (a peso constante) para recuperar el extracto etéreo de la
muestra, empleando 200 mL de éter de petréleo como solvente. El proceso de extraccion se
mantuvo por un tiempo de 4 horas. Al finalizar el tiempo se realizd la extraccion del éter
mediante el rotovapor. Los matraces se secaron y se determino el extracto etéreo por diferencia
de peso y su concentracion con la ecuacion 16.

Pesomatraz+extracto - Pesomatraz (16)

Pesomuestra

Extracto etéreo(%) =

5.9 Tratamiento de sustrato para las reacciones de hidrolisis

Para realizar las reacciones de hidrdlisis, primero fue necesario retirar al sustrato los sélidos
solubles con un procedimiento modificado de la norma mexicana NMX-F-112-1970. Se
colocaron 5 g de sustrato en un frasco Kimax Kimble ®. Se afiadieron 200 mL de agua en los

frascos y se sometio a una temperatura de ebullicién durante 30 min. Enseguida, el contenido
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del frasco se filtré al vacio con 200 mL mas de agua. El material filtrado se sec6 en una estufa
Novatech durante 32 h a 50 °C.

5.10 Hidrolisis acida

Para la hidrdlisis acida, del sustrato pretratado, se realizd un disefio factorial de tres factores
multinivel: temperatura T (°C), tiempo de reaccion t (min) y concentracion de acido sulfrico C
(% p/p). Esta reaccion de hidrolisis se realizé por triplicado. En las tablas 3, 4, 5y 6, se muestra
el disefio experimental para la hidrélisis &cida del sustrato de jaca. EI nimero expresa el nombre

otorgado a cada experimento.

Tabla 3. Disefio experimental de la hidrolisis acida en el sustrato de jaca 90°C.

T(°C) 90
C(%) 2 4 6 8 10
t(min)
30 1 2 3 4 5
60 6 7 8 9 10
120 11 12 13 14 15
180 16 17 18 19 20
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Tabla 4. Disefio experimental de la hidrolisis acida en el sustrato de jaca 105°C.

T(°C) 105
C(%) 2 4 6 8 10
t(min)
30 21 21 23 24 25
60 26 27 28 29 30
120 31 32 33 34 35
180 36 37 38 39 40

Tabla 5. Disefio experimental de la hidrolisis acida en el sustrato de jacal20°C.

T(°C) 120
C(%) 2 4 6 8 10
t(min)
30 41 42 43 44 45
60 46 47 48 49 50
120 51 52 53 54 55
180 66 57 58 59 60
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Tabla 6. Disefio experimental de la hidrolisis acida en el sustrato de jaca 135°C.

T(°C) 135
C(%) 2 4 6 8 10
t(min)
30 61 62 63 64 65
60 66 67 68 69 70
120 71 72 73 74 75
180 76 77 78 79 80

La reaccion de hidrdlisis acida se realizo en frascos Kimax Kimble®. Se coloco 5 g de sustrato
de jaca. Se afiadio 50 mL de solucion de acido sulfarico a las concentraciones de 2%, 4%, 6%,
8% y 10% (ver anexo A.2), correspondientes a cada experimento. La temperatura de la reaccion
para cada uno de los experimentos se alcanzo en una autoclave (Biobase BKQ-B7511). Al
alcanzar la temperatura, se tomo el tiempo de reaccion establecido para cada uno de los
experimentos (30, 60, 120 y 180 min). Al terminar el tiempo determinado, la autoclave reducia
su temperatura a 89°C para retirar los frascos del equipo.

El contenido del frasco se filtro y el liquido recuperado se identificO y se almacend en

refrigeracion para su posterior analisis.

5.11 Hidrolisis enzimatica

Para la hidrolisis enzimética se realizd un disefio factorial de tres factores multinivel:
temperatura, T (°C), tiempo de reaccion, t (h) y relacion sélido-liquido en la reaccion, R, (%).
En las tablas 7, 8 y 9 se presenta el disefio experimental empleado para el desarrollo de la
hidrolisis enzimatica a cada una de las temperaturas indicadas. La etiqueta mostrada en la tabla

es la identificacion de cada experimento.
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Tabla 7. Disefio experimental de la hidrolisis enzimatica a 30°C

T(°C) 30

Rs/I(%) 75 10 125
t(h)
0 1 6 11
5 2 7 12
A 3 8 13
g 4 9 14
12 5 10 15

Tabla 8. Disefio experimental de la hidrolisis enzimatica a 40°C

T(°C) 40

Rs/l(%) | 75 10 125
t(h)
0 16 21 26
2 17 2 27
4 18 23 28
8 19 24 29
12 20 25 30

Tabla 9. Disefio experimental de la hidrélisis enzimética 50°C.

T(°C) 50

Rs/1(%6) 75 10 125
t(h)
0 31 36 41
) 32 37 42
A 33 38 43
o 34 39 44
12 35 40 45
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Las pruebas experimentales para la reaccion de hidrélisis enzimética se realizaron en matraces
Erlenmeyer con capacidad de 500 mL. Partiendo de los valores establecidos para una Rs, de
7.5%, 10% Yy 12.5% y una masa de liquido de 75 g, se realizé la carga del sélido (sustrato tratado)
para iniciar la preparacién de la mezcla de la reaccién. Con respecto a los catalizadores
utilizados en la reaccion, las enzimas comerciales, celulasa y hemicelulasa de Aspergillus niger
(Sigma-Aldrich®) fueron involucradas. Las cantidades de celulasa y hemicelulasa afadidas,
fueron establecidas en un 6% de la masa total de celulosa y hemicelulosas en la mezcla de
reaccion, respectivamente. Se agreg6 un volumen de 75 mL (aproximadamente 75 g) de citrato
dibésico de sodio a un pH de 4.8 (ver anexo A.3). La reaccion se llevé a cabo en un bafio con
agitacion transversal a 150 rpm. Se tomaron muestras de 2 mL a las 0, 2, 4, 8 y 12 horas de
proceso. Para detener la hidrdlisis enzimatica, las muestras fueron calentadas en agua hasta
llegar a punto de ebullicion. Las muestras permanecieron en esta condicion durante 5 min para
posteriormente ser centrifugadas durante 10 min a 13000 rpm. El liquido recuperado se congelo

para su analisis futuro.

5.12 Cuantificacion de azUcares

La determinacion de azlcares reductores se realizé mediante la técnica de DNS planteada en
Bello-Gil et al. (2006) (ver anexo A.4), donde se tomd 0.5 mL de muestra liquida del hidrolizado
en un tubo de ensayo, agregando 0.5 mL de reactivo DNS (ver anexo A.5). Se llevo a reaccion
por 5 min a punto de ebullicion. Se agregé 5 mL de agua destilada. La lectura de absorbancia
(ABS) fue realizada con un espectrofotometro (Metash) en una longitud de onda de 540 nm.
Las concentraciones, en g/L, fueron calculadas con la ecuacion (17) obtenida a partir de una

curva de calibracion previamente realizada con soluciones de glucosa (ver anexo A.6):

AR (g/1) = 1.83331+ABS + 0.1048 (17)
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5.13 Rendimiento de reaccion

El rendimiento de la reaccion de hidrolisis &cida y enzimatica del sustrato de jaca se realizo

mediante la siguiente relacién:

Rendimiento (%) (18)

masa de azdicares producidos (g) 100
— *
masa de azucares producidos a conversion total (g)

Donde, el rendimiento nos indica la eficiencia de la reaccion de hidrélisis, la masa de azlcares
producidos es la cantidad de azucares cuantificados disueltos en el volumen de la reaccion de
hidrolisis y la masa de azucares producidos a conversion total es equivalente a la cantidad
méaxima de azucares producidos para una conversion del 100% en la reaccion de hidrdlisis (ver

anexo A.7).

5.14 Analisis estadistico

Los resultados experimentales de las reacciones de hidrolisis acida y enzimatica, fueron
evaluados estadisticamente mediante - un analisis de varianza, ademas de una comparacion de
medias de acuerdo a la prueba de rangos multiples de Tukey (significancia de a=0.05),

utilizando el paquete estadistico IBM SNSS Statistics 2.0 ®.

Por otro lado, un modelado matematico fue obtenido para la prediccion de la concentracion de
azucares producidos durante la reaccion de hidrdlisis enzimatica, con base en el ajuste de un

modelo matematico propuesto a los datos experimentales.
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6 Resultados y discusiones

6.1 Caracterizacion del sustrato

La caracterizacion de los residuos lignoceluldsico del fruto de jaca mostraron una composicién
de celulosa de 25.36%, hemicelulosa 13.26% Yy lignina 9.26% (Tabla 10). Con respecto a los
valores de celulosa obtenidos, este fue superior al reportado para la corteza de la palma de aceite
la cual contiene un 18.85% y al de la c&scara de almendra con un porcentaje de 21.7% (Abdul
Khalil, et al. 2012). Mientras que el valor de hemicelulosa obtenido resulto mayor a los
reportados para ixtle de 4-8% y cafiamo 10%. Y aproximado al valor reportado para el yute con
un 14% de hemicelulosa (EI-Ahmady EI-Naggar, et al. 2014). Por otra parte, el valor obtenido
en la concentracion de lignina resulto menor al reportado para el tallo de sorgo de 11%, paja de
arroz entre un 12 a 14% vy los tallos del maiz con un 35% de lignina (Abdul Khalil, et al. 2012;
Ruiz-Colorado, et al. 2014; Suhas, et al. 2016). Los resultados obtenidos muestran un potencial
uso de los residuos lignoceluldsicos de la jaca para ser aprovechado como fuente productora de

azucares.

Tabla 10. Analisis de composicion del sustrato de jaca (secado a 50°C durante 96 horas).

Componente %
Humedad 5.806
Solidos totales 94.1939
Cenizas 6.4239
Holocelulosa 38.6096
Celulosa 25.3633
Hemicelulosa 13.2462
Lignina 9.2943
Lignina soluble 0.6777
Lignina insoluble 8.6166
Solidos solubles 15.4666
Extracto etéreo 6.7878
Sin determinar 17.6117

*Pruebas realizadas por triplicado
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6.2 Hidrolisis acida
Los resultados de la cinética de la reaccion de hidrdlisis &cida del sustrato de jaca utilizando una

temperatura de 90°C mostraron una concentracion méaxima de azUcares reductores de 9.81 g/L

alcanzada a un tiempo de 120 min con una concentracion de acido de 6% (Figura 10).
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Figura 10. Produccién de azUcares reductores en la hidrolisis acida del residuo de jaca a temperatura de
90°C.

Los resultados en la produccion de azlcares reductores utilizando la hidrolisis acida del residuo
de jaca a una temperatura de 105°C, con una concentracion de acido de 10%, mostraron que se
alcanza una concentracion de azlcares reductores de 9.98 g/L en un tiempo de 60 min hasta

llegar a una maxima de 10.01 g/L a los 108 min de reaccién (Figura 11).
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Figura 11. Produccién de azUcares reductores en la hidrolisis acida del residuo de jaca a temperatura de

105°C.

Los resultados de la cinética de la produccion de azucares reductores a partir de la hidrdlisis

acida del residuo de jaca a 120°C, expusieron la maxima obtencidn de azUcares reductores con

un valor de 9.49 g/L a 180 min con una concentracion de &cido de 10% (Figura 12).
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Figura 12. Produccién de azUcares reductores en la hidrolisis acida del residuo de jaca a temperatura de
120°C.

Los resultados de la produccion de azlcares reductores a partir de la hidrdlisis acida del residuo
de jaca a una temperatura de 135°C, revelaron que las concentraciones maximas de azlcares se
obtienen al utilizar concentraciones de 6% y 10% de acido, obteniendo valores de 9.27 g/L y
9.3 g/L en los tiempos de 120 min y 180 min, respectivamente. Resaltando el resultado que a
una concentracion de 6% de &cido se obtiene una concentracion de azucares de 9.2 g/L a 30 min

de reaccidén como se observa en la grafica de la figura 13.
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Figura 13. Produccién de azUcares reductores en la hidrdlisis acida del residuo de jaca a temperatura de
90°C.

Por otro lado, se puede observar que a concentraciones de acido de 2%, 4% y 8%, las
concentraciones de azucares liberados son menores que las concentraciones obtenidas con acido
al 6% y 10%. Esto puede atribuirse a que en las reacciones catalizadas con acido al 2% y 4%,
los iones de hidrogeno presentes no logran penetrar en la estructura de la lignocelulosa, por lo
gue no se consigue la liberacion de los monosacaridos estructurales. Respecto a la reaccion
catalizada con acido al 8%, la baja produccién de azUcares puede deberse la aparicion de a una
serie de reacciones de degradacion donde los azUcares tienen un papel de reactante, generando
5-HMF vy furfural, los cuales, siguen en otras reacciones de degradacion en presencia de altas

concentraciones de acido.

Los resultados estadisticos de las pruebas de ANOVA, con significancia de 0=0.05, de la
hidrolisis acida del sustrato de jaca, mostraron que afecta significativamente la interaccion de
los factores de concentracion, temperatura, tiempo y la interaccién entre cada uno de ellos,
principalmente la interaccion de la temperatura y concentracion como se muestra en la Tabla
11.
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Tabla 11. ANOVA de los datos experimentales de la hidrdlisis &cida del sustrato de jaca.

Origen SC Tipo I GL CM F Significancia
Modelo corregido 24745422 79  31.323 751.001 0.000
Interseccion 1455.783 1 1455.783 34903.531 0.000
Tiempo 68.064 3 22.688 543.966 0.000
Temperatura 51.761 3 17.254 413.672 0.000
Concentracion 969.717 4 242929 5812.426 0.000
Tiempo-Temperatura 86.674 9 9.63 230.898 0.000
Tiempo-Concentracion 206.926 12 17.244 413.435 0.000
Temperatura-Concentracion 510.092 12 42508  1019.155 0.000
Tiempo-Temperatura- 457.983 36  12.722 305.014 0.000
Concentracion

Error 5.923 142 0.042 0.000
Total 4013.977 222

Total corregida 2480.464 221

2 R?=0.998 (R? corregida=0.996)

Significancia de 0=0.05

En lo que respecta al analisis de comparacién de medias utilizando una significancia de 0.05,

los resultados sugieren que las mayores respuestas obtenidas se encuentran a concentraciones

de &cido sulfarico de 6% y 10%. Asi también la concentracidn de azucares resulta con valores

mayores en todo el intervalo de tiempos de reaccion (30, 60, 120 y 180 min) y condiciones de

temperatura (90, 105, 120 y 135°C). El experimento 40 presenta la mayor concentracion de

azucares reductores producida siendo este de 10.012 g/L a las condiciones de temperatura,

tiempo y concentracion de acido: 105°C, 180 miny 10%, respectivamente. Sin embargo, a partir

de este analisis estadistico, se sugiere que el experimento 13, realizado bajo condiciones de

temperatura, tiempo y concentracion de acido de 90°C, 120 min y 6%, respectivamente, y cuya
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respuesta de 9.81 g/L de azucares reductores liberados, puede ser seleccionado como el 6ptimo
debido a que es el que requiere menor cantidad de energia y catalizador; y aunado a estos

resultados es estadisticamente semejante al experimento 40, datos mostrados en la tabla 12.

Tabla 12. Comparacion de medias para los datos de la hidrolisis acida (tres grupos con respuestas mas

elevadas).
Respuesta T (°C) Tiempo (min) Concentracion (%) Experimento
(9/L)
10.012 105 180 10 40°
9.9839 105 120 10 35°
9.8127 105 60 10 30°
9.8104 90 120 6 13*
9.4988 120 180 10 60%
9.3020 135 180 10 8o*
9.2715 135 120 6 73%
9.2079 120 30 6 63
8.3476 90 180 6 18

Los experimentos con la misma literal indican que no hay diferencia significativa entre  Significancia de
los valores de la media. 0=0.05

La respuesta a condiciones dptimas (9.81 g/L) y la més alta (10.012 g/L) obtenidas para la
hidrolisis acida del residuo de jaca, son superiores a la reportada por Aguilar (2002), quien
obtuvo un valor maximo de 8.88 g/L a una temperatura de 128°C con una concentracion de 6%
de acido sulfurico en 180 min de reaccion. Esto se debe a que en ambos casos se emple6 una
temperatura menor, lo que reduce la velocidad de reaccion para la produccion de azucares y la
degradacion de estos. Ademas, a pesar de que la concentracion de material holocelulésico en la
cafia de azUcar empleada (65% aproximadamente) era mayor que la presentada en este trabajo
para la jaca (38.60%), la concentracion de lignina en la cafia de azucar era 2.6 veces mayor a la

presentada para el sustrato de jaca en este estudio (9.26% de lignina).

Por otra parte, se han reportado concentraciones de 20 g /L de xilosa bajo condiciones de 122°C,
6% de &cido nitrico y 30 min (Rodriguez-Chong, et al. 2004) y 17.6 g de xilosa/L en condiciones

de 122°C, 4% de acido fosforico en 300 min de reaccién (Gamez, et al. 2006), ambos en cafia
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de azlcar. Este resultado se debe a que el &cido sulfirico se disocia mejor que el &cido nitrico y
el fosforico, por lo que requiere menor tiempo de retencion. Sin embargo, cuando existe una
concentracion considerable de azlcares, se produce una reaccién de degradacion de estos, lo

que reducira la concentracion de azucares en el medio.

En cuanto al rendimiento de la reaccion de hidroélisis acida del sustrato de jaca en la produccion
de azUcares reductores, se determind un valor para el punto 6ptimo (9.8104 g/L) de 22.69% (ver
Anexo A.8).

Laopaiboon, et al. (2010) reportaron una eficiencia en la hidrdlisis &cida del bagazo de cafa de
azucar de 16.01%, valor obtenido la hidrdlisis &cida con HCI a las condiciones de tiempo,
temperatura y concentracion de catalizador: 5 h, 100°C y 0.5%. Ademas, también reportaron un
valor de eficiencia de 15.33% para la hidrdlisis acida con H2SO4 a las condiciones de tiempo,
temperatura y concentracion de catalizador siguientes: 4 h, 110°C y 0.5%. Un estudio realizado
por Morales-de la Rosa, et al. (2014), dio como resultado un rendimiento de 20% a las
condiciones de tiempo, temperatura y concentracion de catalizador (H2SOa): 2 h, 140°C y 0.2-
0.5 mol/L, respectivamente. Sin embargo, existen trabajos que reportan altos rendimientos para
la hidrolisis acida. Uno de estos trabajos es el de Lavarack, et al. (2002) quien reporta valores
mayores al 80% de rendimiento en el aprovechamiento de xilosa a partir del bagazo de cafia de
azucar. Ademas, los rendimientos promedios para hidrdlisis acidas con concentracion de
catalizador (H2SO4) de 0.5% a 1.5% y a temperaturas entre 121 hasta 160°C, van desde 70% al
95%, pero esto implica que las reacciones se llevaran a cabo en prolongados tiempos de

retencion de la reaccion (da Silva y Kumar, 2012).

6.3 Hidrolisis enzimatica

Los resultados de la produccién de azucares reductores durante la reaccién de hidrdlisis
enzimatica del sustrato de jaca, se presentan en la figura 14, 15y 16. Para las Rs estudiadas, un
comportamiento cinético similar, pero de diferente magnitud, puede apreciarse durante la
liberacién de azlcares reductores (Figura 14). La figura muestra que, a 30°C la maxima

concentracion de azucares reductores (23.058 g/L) se alcanza a las 12 h con una Rg de 10%.
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Figura 14. Produccién de azUcares reductores en la hidrdlisis enzimatica del residuo de jaca a temperatura

de 30°C.

En la figura 15, se presentan las cinéticas de reaccion para la hidrélisis enzimatica del residuo

de jaca a 40°C. Se aprecia un comportamiento semejante para todas las cinéticas de hidrolisis

enzimatica para tiempos menores a 4 h, donde se logra una liberacion de azucares significativa.

Sin embargo, la concentracion de azUcares para las pruebas realizadas con una Ry de 10% y

12.5% se estabiliza una vez alcanzado los valores maximos después de las 4 h de reaccion. Por

otro lado, la concentracion de azlcares reductores para las pruebas con una Ry de 7.5%, se

incrementa gradualmente hasta alcanzar valor maximo de 30.4436 g/L en un tiempo de 12 h.
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Figura 15. Produccién de azUcares reductores en la hidrolisis enzimatica del residuo de jaca a temperatura
de 40°C.

La cinética para una Ry de 7.5% presento una mayor concentracion de azucares reductores a
partir de las 8 h de reaccion y alcanzo su maxima concentracion de azucar reductor de 22.44 g/L
a las 12 horas (figura 16). A pesar de que la Ryi de 12.5% es la que contiene mayor concentracion
de sustrato, es también la que menor concentracion de azucares reductores logro producir, como
se puede apreciar en las cinéticas realizadas a 30°C, 40°C y 50°C (Figuras 14, 15y 16). Esto se
debe a que, al ser la carga del s6lido mas grande, la viscosidad del medio reactivo incrementa;
razon por lo que la resistencia térmica incrementa. El incremento de esta propiedad intensiva
provoca gue la enzima en el medio no reciba la energia necesaria para llevar a cabo una reaccién
eficiente (Chapman, 1990). Ademas, la velocidad de la reaccion enzimatica es alterada por la
concentracion de sustrato en el medio, dandose el fendmeno conocido como inhibicién por
sustrato (Fogler, 2001).
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Figura 16. Produccién de azUcares reductores en la hidroélisis enzimatica del residuo de jaca a temperatura
de 50°C.

Con las respuestas obtenidas en la experimentacion de la hidrélisis enzimatica del residuo de
jaca, se realizo un ANOVA vy un andlisis de comparacion de medias (ambas con una
significancia de a=0.05). EI ANOVA (Tabla 13) dio como resultado que los factores de tiempo,
la Rai 'y la temperatura afectan el experimento planteado, al igual que las interacciones entre

estos factores.
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Tabla 13. ANOVA de los datos de la hidrdlisis enzimatica.

Origen SC Tipo I GL CM F Significancia
Tiempo 4296.230 4 1074.058 1493.236 0.000
Temperatura 602.225 2 301.113 418.622 0.000
RsiL 1242.375 2 621.187 863.622 0.000
Tiempo-Temperatura 217.526 8 27.191 37.803 0.000
Tiempo- Rs/ 396.114 8 49514 68.838 0.000
Temperatura- Rs;. 586.076 4 146,519 203.702 0.000
Tiempo-Temperatura- Rs 184.393 16 11.525 16.022 0.000
Error 32.368 45  0.719 0.000
Total 24241.02 90

Total corregida 7557.307 89

2 R?=0.996 (R? corregida=0.992)
La comparacion de medias de los datos experimentales de la hidrélisis enzimatica de residuo de
jaca, con una significancia de 0.05, mostraron que siete del total de experimentos presentaron
una respuesta significativa, resaltando el experimento 20 con una concentracion de azucares de
30.44 g/L, con condiciones de temperatura, Ry y tiempo de: 40°C, 7.5% y 12 h respectivamente.
Podemos agregar que la cinética con las condiciones de Ry=7.5% a 40°C, fueron las que
mayores concentraciones de azucares reductores obtuvieron, lo que indica que la combinacion
de la temperatura con la Ry favorece la reaccion enzimatica resaltando el experimento 17 con

un rendimiento de 25.2646 g/L en un tiempo de residencia de 2 h. (Tabla 14).
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Tabla 14. Comparacion de medias para los datos de la hidrolisis enzimatica (tres grupos con respuestas mas

elevadas).
Respuesta T (°C) Rsi (%0) Tiempo (h) Experimento
(9/L)
30.4436 40 7.5 12 20°
27.7034 40 75 8 19°
25.9771 40 7.5 4 18°
25.2646 40 7.5 2 17
23.0588 30 10 12 40°
22.4696 30 10 8 39°
22.4422 50 75 12 5¢

Los experimentos con la misma literal indican que no hay diferencia significativa  Significancia de a=0.05

entre los valores de la media.

Los valores encontrados en este trabajo para azucares reductores contrastan con los reportados
para otros residuos vegetales, como los reportados por Alrumman (2015), quien utilizo hojas de
palma datilera sin pretratamiento y con pretratamiento alcalino encontrando una concentracion
de azucares reductores de 2 g/L y 9.2 g/L respectivamente, con un Ry1=2%, en un tiempo de 24
h de reaccion y 50°C utilizando celulasas de Geobacillus stearothermophilus; aumentando su
rendimiento al eliminar la lignina (12.75%) después del pretratamiento, siendo esta
concentracion mayor la encontrada para el residuo de jaca en este trabajo. Otro trabajo realizado
por Sharma y Horn (2016) reportaron una produccion de 74 g/L de azUcares reductores a partir
de la hidrdlisis del alga marina kelp (Saccharina latissima) con la enzima cellicCTec2 en un
tiempo de 96 h, un Ry de 25% Yy a una temperatura de 37°C; que, en comparacion con el trabajo
presente, es 2.43 veces mayor, esto es debido a los altos tiempos de reaccion enzimatica y que

las algas marinas no contienen lignina (Sharma y Horn, 2016).

En lo que respecta al rendimiento de reaccion de hidrolisis enzimatica, se determiné un valor de
58.48% para las condiciones Optimas de temperatura, Rs1 y tiempo de 40°C, 7.5% y 2 h para los
residuos de jaca, mientras que el trabajo realizado por Baraldi, et al. (2016), el rendimiento fue
de 18% a una temperatura de 50°C en un volumen de 250 mL al cual se le afiadieron 0.06% de

celulasas, 0.06% de galactomanasas y 0.06% de B-glucosidasas, con respecto al volumen de
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reaccion. Otros estudios utilizando diferentes sustratos como de Guilherme, et al. (2017), en
residuos de cafia de azUcar pretratado, donde el mayor rendimiento de la reaccién enzimética
fue de 57.3% utilizando 0.15% w/w, 50°C y 70 h de Ry, temperatura y tiempo respectivamente.
Y el de Ortiz-Mendez, et al. (2017) quienes reportaron un rendimiento de 60.85% para la
hidrélisis enzimatica de agave lechuguilla (pretratado con H20.) realizado con el complejo
comercial celulolitico Accellerase 1500 (Genencor®) con las condiciones de Ry, temperatura y
tiempo: 20%, 50°C y 120 h. Teniendo un tiempo de exposicién mucho mas largo al encontrado

en este trabajo.

6.4 Desarrollo de modelos matematicos

Los modelos matematicos para las reacciones de hidrélisis enzimética fueron ajustados para
predecir la concentracion de azlcares reductores liberados, a pesar de que la ecuacion de
Michaelis-Menten, ecuacion (8), expresa el comportamiento de las reacciones enzimaticas, es
dificil acoplar el comportamiento de la hidrélisis enzimatica a esta relacion cuando la reaccion
cambia con el tiempo (Herrera, et al. 2003), por lo que es necesario simplificarla para aproximar
la prediccion en la determinacion de azUcares.

k
(C¢H1005)y, + nH,0 - nCsH1,04 (19)

La ecuacion 19 es la reaccion general que se plantea para la produccion de azucares para la
hidrolisis de la celulosa. La produccion de azlcares para el sustrato de jaca puede ser
determinada por la ecuacion 20 planteada por Herrera et al. 2003, que fue empleado para la

prediccion de concentracion de glucosa y xilosa en la hidrolisis acida de la paja de sorgo
Crs = Cprs(1—e7) (20)

Donde Ckrs es la concentracion de azucares producida (g/L), Cers €s la concentracion maxima
predicha de aztcares (g/L), k es la constante de velocidad de reaccion (h) y t es el tiempo de
reaccion (h). La taba 15 muestra los valores de los parametros de k y Cers en la cinética de las

reacciones enzimaticas, las cuales, se determinaron mediante el método de minimos cuadrados.
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Ademas, se muestran el ajuste obtenido para cada una de la Ry para las temperaturas de 30°C,

40°C y 50°C.

Tabla 15. Parametros cinéticos para la prediccion de la produccién de azlcares reductores.

T(°C) Ren (%0) k (h) Cers (9/L) r

30 75 0.4124 19.3340 0.9900
10 0.5870 22.7405 0.9983

12.5 0.1289 4.2416 0.9427

40 75 1.0360 28.3460 0.9857
10 11.3387 18.0955 0.9657

12.5 25.7140 17.0636 0.9970

50 7.5 0.4445 22.6679 0.9978
10 19527132 20.6334 0.9996

12.5 0.81350657 13.2265449 0.9872

Con la ecuacion 20 y los parametros cinéticos de la tabla 15, es posible realizar la prediccion de
la concentracion de azucares reductores en cualquier instante para cada una de las Ry y cada
una de las temperaturas propuestas. En las figuras 17, 18 y 19 se muestran las lineas de tendencia

acopladas hacia los valores de produccion de azucares obtenidos experimentalmente.
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Figura 18. Modelos mateméaticos ajustados a los datos experimentales de hidrodlisis enzimatica 40°C.
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Figura 19. Modelos matematicos ajustados a los datos experimentales de hidrolisis enzimatica a 50°C.

Con la finalidad de generar un modelo general para la prediccion de la concentracion de azucares
producidos, se establecio una expresion para la funcionalidad de los parametros Cers Y k
(ecuacion 19) con la temperatura para los diferentes valores de Rs estudiados (ver anexo A.9).
En las ecuaciones 21, 22 y 23 se presentan los modelos generales para Ry de 7.5, 10 y 12.5,

respectivamente.

Crs = (—96.7236 + 6.088T — 0.074T%)(1 — g~(~74408+0.4039T-00048T%)t') (21)
Crs = (78.7682 — 2.9265T + 0.0353T2)(1 — e~ (7153:27+816247-0.1011T ")t ) (22)
Crs = (—134.573 + 7.1315T — 0.0835T2)(1 _ e—(—O.OOOS—O.OOOST—0.2376T2+0.0126T3—0.0002T4)t) (23)

Los ajustes obtenidos de los modelos planteados para las Rs/l de 7.5%, 10% y 12.5%, hacia los
datos experimentales de la hidrdlisis enzimatica fueron de 0.9692, 0.9886 y 0.9881

respectivamente.
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En las figuras 20, 21y 22 se muestran las representaciones graficas de los modelos generalizados
representados por las ecuaciones 21, 22 y 23, empleados para la prediccidn de la concentracion
de azUcares reductores con dependencia del tiempo y temperatura para las R« estudiadas Estas
figuras puede utilizarse para la seleccion, de manera grafica, de las condiciones de temperatura

y tiempo para una la obtencion de concentracion de azlcares deseada.

En la figura 20 se presenta la dependencia de la concentracion de azlcares con el tiempo y la
temperatura para una Rs de 7.5%. El ajuste de este modelo para los datos experimentales fue
de 0.9692. El valor méximo de la concentracién de azlcares reductores (28.33 g/L) se muestra
en el tiempo de 6 h y a 40°C. Se observa que la temperatura de 40°C fue la que mejor favorecié

a la produccion de azucares.
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Figura 20. Prediccién del modelo generalizado para la produccién de azUcares reductores con dependencia
del tiempo (h) y temperatura (°C) a Rs1=7.5%.
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La figura 21 representa el grafico de la superficie de respuesta correspondiente a la Rs1 de 10%
planteada en la ecuacion 22, la cual tiene un ajuste de 0.9886. Esta figura muestra que una
concentracion maxima de azUcares (21.93 g/L) se alcanza en un tiempo de 3.3 h y a una
temperatura de 30.5°C. La figura indica que para todo tiempo y a la temperatura de 30.5°C, la
respuesta alcanza un maximo, para posteriormente tender a un minimo a los 40°C, seguido de

un incremento al aproximarse a los 50°C.
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Figura 21. Prediccién del modelo generalizado para la produccién de azlcares reductores con dependencia

del tiempo (h) y temperatura (°C) a Rs1=10%.

En la figura 22 se muestra la grafica de superficie de respuesta correspondiente al modelo
planteado en la ecuacion 23 que corresponde a la Rs1=12.5%. Este modelo mostro un ajuste de
0.9881 hacia los datos experimentales. La prediccidon del modelo para la mayor concentracion

de azucares reductores fue de 17.07 g/L, la cual se obtuvo en un tiempo de 0.8 hy a la
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temperatura de 40°C. Se aprecia que esta concentracion se mantiene constante a lo largo del
tiempo estudiado, sin embrago, esto no ocurre para 30°C y 50°C, los cuales llegan a mostrar los

valores maximos de concentracion de azUcares a las 2 h.
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Figura 22. Prediccion del modelo generalizado para la produccion de azlcares reductores con dependencia
del tiempo (h) y temperatura (°C) a Ry1=12.5%.

Se han realizado diversos trabajos de modelado para reacciones enzimaticas, en los cuales se
han reportado ajustes adecuados a sus datos experimentales. Téllez-Luis et al. (2002) reportaron
un modelo con ajustes de 0.999 y 0.9911 para la produccién de xilosa; ademas, reportaron
ajustes de 0.9438 y 0.8588 para la produccion de glucosa a partir de paja de sorgo por la técnica
de hidrdlisis acida. Herrera et al. (2003) reportaron un modelo con ajuste de 0.9833 para la
produccion de xilosa. De igual forma, se reporto un ajuste de 0.9929 para la produccion de

glucosa. La produccién de ambos carbohidratos se realizé mediante hidrolsisi cida de la paja
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de sorgo. Zhang et al. 2016 reportaron un modelo para la produccién de proteina a partir de
cascara de camarén mediante hidrolisis enzimatica. Este modelo obtuvo un ajuste de 0.9063
hacia los datos experimentales. Enteshari y Matinez-Montenagudo, 2018, realizaron la hidrolisis
enzimatica del agua residual del proseso de produccion de helado. Su modelo planteado logré

obtener un ajuste de 0.971 a sus datos experimentales.
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7 Conclusiones

>

>

La composicidn de residuo de jaca fue de 25.36% de celulosa, 13.24% de hemicelulosa,

9.29 de lignina, 6.78 de extracto etéreo y 6.42 de cenizas.

Las condiciones Optimas para la produccion de azUcares reductores por hidrolisis &cida
son: 90°C de temperatura, tiempo de 120 min y 6% de concentracion de catalizador
(H2S0g4).

El factor temperatura tuvo un efecto mayor en la concentracion de azucares producidos

por hidrdlisis acida.

Las condiciones Optimas para la hidrolisis enzimatica de los residuos de jaca fueron de

40°C de temperatura, tiempo de 2 h y una Ry de 7.5%.

La variable Ry fue el factor con mayor influencia en la produccion de azucares

reductores en la hidrélisis enzimatica

El rendimiento de reaccion obtenidos para la hidrolisis enzimatica fue de 58.48%,
mientras que el obtenido por hidrdlisis acida fue de 22.69%, resultando 2.6 veces mayor
el método enzimatico, pudiendo incrementarlo si se realizar un pretratamiento alcalino

para aumentar la digestibilidad enzimatica sobre el residuo de jaca.

Se obtuvieron modelos matematicos validos para la prediccion de la concentracion de

azucares reductores en términos la temperatura y el tiempo, para las Rgi estudiadas.

Los resultados muestran un potencial viable de los residuos generados del procesamiento

del fruto de jaca para el aprovechamiento como fuente de azucares fermentables.
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Anexo A.1: Preparacion de soluciones de hidrdxido de sodio

En la tabla 16 se presentan las cantidades de reactivos empleadas para la preparacion de 100 mL

de solucion de hidréxido de sodio.

Tabla 16. Cantidades empleadas para la elaboracion de NaOH.

Concentracion deseada Peso de NaOH Volumen de H20
(% p/p) (9) (mL)
8.3 8.3 91.7
17.5 17.5 82.5

60



Anexo A.2: Preparacion de soluciones de acido sulfurico

En la tabla 17, se presentan los valores para las cantidades empleadas en la produccion de 100

mL de solucién de acido sulfurico.

Tabla 17. Cantidades empleadas para la elaboracién de solucién de H2SO4 diluido empleado en la hidrdlisis
4cida del residuo de jaca.

Concentracion deseada Volumen de H2SO4 (98%0) Volumen de H.O
(% p/p) (mL) (mL)
2 1.098 98.979
4 2.229 98.398
6 3.393 97.757
8 4.589 97.057
10 5.818 96.296
72 63.958 45.698
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Anexo A.3: Preparacion de buffer de citrato dibasico de sodio (pH=4.8)

Para 1000 mL de solucion:

e 8.93 g de citrato basico de sodio (NaCeH-07)
e 2.19 g de citrato dibasico de sodio (Na2CsO7)
e Agua destilada

e Acido clorhidrico (32%)

Preparacion:

Pesar el NaCsH-7O7 y Na,CsO7 y colocarlo en un vaso de precipitado.
Agregar agua destilada y agitar hasta disolver.
Introducir la mezcla a un matraz aforado de 1L.

Agregar agua hasta que llegar al aforo.

YV V. V V V

El pH obtenido serad aproximadamente de 5, por lo que se debe llevar a un pH de 4.8

gota a gota con &cido clorhidrico (o al pH con el que trabaje la enzima).
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Anexo A.4: Determinacién de azUcares reductores

Procedimiento:

e Llevar 500 mL de agua destilada a punto de ebullicion (96°C).

e Tomar 0.5 mL de muestra a analizar y colocarla en un tubo de ensayo.

e Agregar 0.5 de solucion DNS en el tubo de ensayo con la muestra.

e Someter a calentamiento en el agua hirviendo (durante 5 minutos).

e Enfriar en agua a temperatura ambiente.

e Agregar 5 mL de agua destilada.

e Medir la absorbancia (ABS) a una longitud de onda de 540nm.

e Si la lectura se sale del rango del espectrofotometro, la muestra de la reaccion se debe
diluir a la mitad o a la cuarta parte para que entre a la lectura del espectrofotometro (se
debe considerar esta disolucion para realizar los célculos: si se diluye a la mitad se
multiplica el valor de ABS por 2, si se diluye a la cuarta parte se multiplica por 4).

e Colocar el valor de ABS en la ecuacion generada en una previa curva de calibracion. Lo

que como resultado se obtendra la concentracion de azlcares reductores.
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Anexo A.5: Preparacion de DNS

Para 100 mL de la solucién DNS.

e 1 gdereactivo DNS
e 1.6 gdeNaOH
e 30 g de tartrato de sodio y potasio (sal de Rochelle)

Preparacion:

>
>

Disolver el NaOH en 20 mL de agua destilada.

Disolver el tartrato de sodio y potasio en la solucion de NaOH (calentar para
disolver). De ser necesario, agregar de 20 a 25 mL de agua destilada para terminar
de disolver (la apariencia que tomara sera de un liquido amarilloso).

La solucidn se coloca en un vaso (de 500 mL o superior) cubierto con papel aluminio
y con agitador magnético. Se somete a agitacion lenta (evitara que salpique el liquido
afuera del vaso) durante 8 horas para asegurar que la sal de Rochelle y el DNS se
disuelvan por completo. El resultado sera un liquido amarillo-anaranjado.

La disolucion se traslada a un matraz aforado de 100 mL con ayuda de una varilla de
agitacion.

El vaso se enjuaga con 10 mL de agua destilada (dos veces), para asegurar el
contenido total del vaso.

En el matraz aforado se comienza a agitar manualmente mientras se le agrega el agua
destilada lentamente para facilitar el mezclado. El liquido turbio para a ser naranja
transparente conforme se incrementa el volumen del matraz y se mezcla.

Almacenar en el matraz cubierto con papel aluminio o en un frasco &mbar.
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Anexo A.6: Curva de calibracion de glucosa

Para la elaboracion de la curva de calibracion, se emplearon diferentes concentraciones de
glucosa, a los cuales se les determind la absorbancia (ABS). La tabla 18 muestras la respuesta

obtenida a diferentes concentraciones de glucosa.

Tabla 18. Respuesta de ABS a las diferentes concentraciones de glucosa.

Concentracion (g/L) Absorbancia (ABS) Absorbancia (ABS)
Blanco -0.03 0

0 0 0.0244

0.5 0.262 0.292
1 0.515 0.545

1.5 0.757 0.787
2 1.04 1.07

2.5 1.292 1.322
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Figura 23. Curva de calibracion obtenida a partir de la ABS medida a soluciones con diferente
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Anexo A.7: Planteamiento de los factores de conversion para calculo de

rendimiento

Para obtener el rendimiento de las reacciones de hidrolisis, se partio de las reacciones planteadas
en las ecuaciones 24 y 25, las cuales son una generalizacion para expresar la produccion de
glucosa y pentosas a partir de celulosa y hemicelulosas, respectivamente.

k
(CoHyy05),, + nH,0 — nCeHyy 0 (24)

k
(CsHg0,),, + nH,0 > nCsH,oOs (25)

Con base en las ecuaciones mencionadas, un balance de moles puede plantearse para cada
reaccion (ecuaciones 26 y 27) y, posteriormente, reescribirse en términos de masa mediante la

insercion de las masas molares de las unidades monoméricas y las moléculas producidas

(ecuaciones 28 y 29).
1 mol de celulosa = nmoles de glucosa (26)
1 mol de hemicelulosa = n mol de pentosas (27)
162 g de celulosa = 180 g de glucosa (28)
150 g de pentosas = 132 g de hemicelulosa (29)

Las ecuaciones 28 y 29 pueden ser empleadas para el calculo tedrico de la produccién de glucosa
y pentosas a partir de cualquier cantidad de celulosa y hemicelulosa, respectivamente, para

conversiones de 0 a 100%.
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Anexo A.8: Determinacion de rendimiento

En la tabla 19 y 20 se muestra el valor tedrico calculado para la concentracion de sustrato en el
medio de las reacciones de hidrdlisis.

Tabla 19. Masa de azlcares producidos a conversion total de la reaccion de hidrolisis acida del sustrato de
jaca.

. Pesoa la
Fraccion ) )
conversion Concentracion Masa total de o
presente en . ) ) ) Rendimiento
) maxima obtenida azucares producidos
el medio . (%)
teorica (/L) (o)
(9)
(9)

Celulosa 1.268 1.409

Hemicelulosa 0.662 0.7523
Total 2.1613 9.81 0.49052 22.69

Tabla 20. Masa de azUcares producidos a conversidn total de la reaccién de hidrdlisis enzimética del sustrato
de jaca.

] Peso a la
Fraccion ) ) Masa total de
conversion Concentracion o
presente en . . azucares Rendimiento
] maxima obtenida .
el medio . producidos (%)
tedrica (/L)
) (9)
)
Celulosa 2.11 2.373
Hemicelulosa 1.13 1.284
Total 3.657 25.2646 1.8948 58.48
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Anexo A.9 Ajustes de las constantes de los modelos propuestos

Con los valores obtenidos para la constante Crrs, Se aproximd, mediante el método de minimos
cuadrados, una funcion de segundo orden, debido a que este tipo de ecuacion tiene un mejor
ajuste que una funcidn de cero, primer y de tercer orden para todas las Ry estudiadas. En este

caso, la temperatura T es la variable.

CPRS = aTZ +bT+C

En las tablas 16, 17 y 18 se muestra el método de minimos cuadrados con el cual se obtuvo el

valor de las constantes de la ecuacién de segundo orden.

Tabla 21. Ajuste de la constante Cprs a un modelo de segundo orden, para la hidrolisis realizada a una Rs
de 7.5%.

Grado del término de la

Error de
CPRS funcion CPRS Error de
T(C) valor r?
real 0° 1° 2° calculado valor real
calculado
c b a
30 19.334  -96.7236 6.0880 -0.074 19.3064 0.000764 16.9356 0.9999
40 28.346 28.3776  0.001003 23.977
50 22.6679 22.6463 0.000467 0.6105
Promedio 23 4493 Tde 500223
cuadrados

Tabla 22. Ajuste de la constante Cprs @ un modelo de segundo orden, para la hidrolisis realizada a una R
de 10%.

Grado del término de la Diferencia  Error de

CPRS i CPRS
T(°C) funcion de valor r2
real calculado
0° 1° 2° cuadrados calculado
30 22.7405 78.7682 ) 9_26 0.0353 22,7131 0.00075 5.065 0.9997
40 18.0955 18.1354 0.001593 5736
50 20.6334 206114 0-000485  0.0206
Promedio 0 4398 X de 0002828
cuadrados
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Tabla 23. Ajuste de la constante Cprs a un modelo de segundo orden, para la hidrolisis enzimatica realizada
a una Rs1 de 12.5%.

Grado del término de la

CPRS CPRS E g Error de
i rror de
T (°C) funcion valor .
real calculado valor real
0° 1° 2° calculado
30 4.2416 - i 4.2138 0.00077 52.8378 0.9999
134573 7.1316 -0.084
40 17.0636 170712 57x10°  30.836
50 13.2265 139961 L15x107 29444
Promedio 1151057 L de (000829

cuadrados

Las figuras 24, 25y 26 presentan los ajustes obtenidos para las constantes de Cprs mediante el
modelo propuesto.

— 0
R,=7.5%
30
7 - ~
25 P ~ -
7
- 20 <
o
— 15
o Cprs real
O 10
5 == = Cprs calculada
0
28303234363840424446485052
Temperatura (C°)

Figura 24. Gréfica de aproximacion de los valores de Cprs con el modelo propuesto para una Rsi de 7.5%.

70



25

20 S S - - e
=15
00
2 Cprs real
410 P
= ¢ = Cprs calculada
5
0

28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52

Temperatura (C°)

Figura 25. Grafica de aproximacion de los valores de Cprs con el modelo propuesto para una Rsi de 10%.
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Figura 26. Gréfica de aproximacion de los valores de Cprs con el modelo propuesto para una Rsi de 12.5%.

De igual manera, la constante k se determind mediante la aproximacion de un modelo de
segundo orden para una Ry de 7.5y 10.

k =aT? + bT + ¢

Para una Ry de 12.5, una ecuacion de tercer orden fue aproximada, debido a que daba un mejor

ajuste de los modelos planteados.

k=aT3+ bT?+cT+d
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En las tablas 19, 20 y 21 se muestra el método de minimos cuadrados con el cual se obtuvo el

valor de las constantes de la ecuacion de segundo orden.

Tabla 24. Ajuste de la constante k a un modelo de segundo orden, para la hidrdlisis realizada a una Rs; de

7.5%.

Grado del término de la

. Error Error de
funcion
T (°C) k real o° 10 50 k calculado  de valor valor r
real calculado
c b a
30 - - 0.9999
0.4124 7 440 0.4039 0.004 03761 0.116 0.14276839
40 1.036 1.07 0.079 0.09989727
50 0.8135 0.808 0.0035 0.0029289
Promedio 23 4493 de 51997 0.24559456
cuadrados

Tabla 25. Ajuste de la constante k a un modelo de segundo orden, para la hidrdlisis realizada a una Rsi de

10%.
Grado del término de la
. Error de
funcion Error de
T (°C) k real k calculado valor r2
0° 1° valor real
calculado
c b a
30 0587  -153.27 8.1624 -0.004 05566  0.0009 16.31  0.9999
40 11.34 11.3673  0.0008 45.058
50 1.952 1.9456  5x10°  7.147
Promedio 4 6261 Zde 00179
cuadrados
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Tabla 26. Ajuste de la constante k a un modelo de segundo orden, para la hidrdlisis realizada a una Rs de
12.5%.

Grado del término de la funcién K Error de | Error de
T (°C) k real 5 5 . . valor valor r?
0 1 2 3 calculado
c b a d real calculado
30 0.1289 | -4x10* | -4x10* | -0.237 | 0.0126 0.236 0.0115 0.0166 0.98
40 25.714 25.818 0.0109 661.2
50 0.8135 0.736 0.0059 0.661
Promedio | 1151 L de 0.0284
cuadrados
—_ (o)
RS/|—7.5A)
1.2
1 LA~
Vg =~ -
0.8 7/ '
Ve
~ 06 7
y 7 k real
0.4 v
= ¢ =k calculada
0.2
0
28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52
Temperatura (C°)

Figura 27. Grafica de aproximacion de los valores de k con el modelo propuesto para una Rsi de 7.5%.
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Figura 28. Gréafica de aproximacion de los valores de Cprs con el modelo propuesto para una k de 10%.
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Figura 29. Gréfica de aproximacion de los valores de Crrs con el modelo propuesto para una k de 12.5%.
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Anexo B: Trabajos generados

> Articulo para la revista MICA: Medina Morales, J. U., Sdnchez Herrera, M. L.,
Hidalgo Millan, A., Jiménez Ruiz, E. 1., Ruiz Sadnchez, T. de J., Espinosa Rodriguez,
M. A. y Delgado Delgado, R., (2018). Un estudio sobre el potencial del uso de
residuos lignocelulésicos. Matematicas, Ingenieria y Ciencias Ambientales, vol. 1,
no.1 pp. 7-23.

» Resumen para la RTB: Medina Morales, J. U., Galvan Limas, F., Sdnchez Herrera,
M. L., Hidalgo Millan, A., Castro Montoya, A. J. y Delgado Delgado, R., (2018).
Estudio sobre la sacarificacion del residuo lignocelul6sico proveniente del
procesamiento de jaca (Artocarpus heterophyllus). XIV Reunion de Redes de
Energia.

» Articulo para la revista SOMI: Medina Morales, J. U., Galvan Limas, F., Sanchez
Herrera, M. L., Hidalgo Millan, A., Castro Montoya, A. J. y Delgado Delgado, R.,
(2018). Estudio sobre la sacarificacion del residuo lignocelulésico proveniente del
procesamiento de la jaca (Artocarpus heterophyllus). SOMI Congreso de
Instrumentacion, afio 5, no.1 pp. 1-8.

» Resumen para Sociedad Mexicana de Bioquimica: Medina Morales, J. U., Sanchez
Herrera, M. L., Hidalgo Millan, A., Jiménez Ruiz, E. I., Ruiz Sanchez y Delgado
Delgado, R., (2018). Estudio sobre la sacarificacion del residuo lignocelulosico
proveniente del procesamiento de la jaca (Artocarpus heterophyllus). XXXII
Congreso Nacional de Bioquimica.

» Resumen para la AMIDIQ: Medina Morales, J. U., Hidalgo Millan, A., Sanchez
Herrera, M. L., Vargas Tah, A. A., Castro Montoya, A. J., Espinosa Rodriguez, M.
A. y Delgado Delgado, R., (2019). Un estudio cinético de la sacarificacion del
residuo de jaca (Artocarpus heterophyllus). Via quimica y enzimatica. 40 Encuentro
Nacional de la Academia Mexicana de Investigacion y Docencia de Ingenieria

Quimica.
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