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RESUMEN

La produccién de cerveza genera grandes cantidades de grano usado residual, que
actualmente se utiliza como pienso animal. Lo cual representa una gran oportunidad de
mejora en el manejo de los de desechos generados en la industria. El etanol, un producto de
importancia industrial, puede obtenerse a partir de la celulosa presente en el grano usado
mediante hidrolisis.

Este estudio evalGa la hidrolisis &cida y enzimatica para la extraccion de azlcares
fermentables del grano usado residual de cerveza para la produccion de etanol. Se comparan
ambos métodos y se analiza una mezcla de ambos para aumentar el rendimientoen azucares.

Se realizaron la hidrolisis &cida y enzimética del grano usado, y se analizaron los
azucares fermentables mediante HPLC. Se comparé el rendimiento de cada método y se
evalu6 una combinacion de ambos.

Se determind que la hidrolisis enzimatica produce un mayor porcentaje de azucares
fermentables (146.651 pg) que la hidrolisis acida (0 pug). La combinacion de ambos métodos
no mostro un aumento significativo del rendimiento en azucares (144.701 ug).

La hidrolisis enzimatica es un método viable para extraer azlcares fermentables del
grano usado residual de la cerveza para la produccion de etanol. La combinacion de hidrolisis
acida e hidrdlisis enzimatica no proporciona un beneficio significativo en elrendimiento de
azucar.

Palabras clave: afrecho residual de cerveza, bioetanol, celulosa, hidrélisis, enzima, etanol.
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ABSTRACT

The production of beer generates large quantities of residual spent grain, which is currently used
as animal feed. This represents a significant opportunity for improvement in the management of waste
generated in the industry. Ethanol, an industrially important product, can be obtained from the
cellulose present in spent grain through hydrolysis.

This study evaluates both acid and enzymatic hydrolysis for the extraction of fermentable sugars
from residual beer grain for ethanol production. Both methods are compared, and a combination of
the two is analyzed to increase sugar yield.

Acid and enzymatic hydrolysis of spent grain were performed, and fermentable sugars were
analyzed using HPLC. The yield of each method was compared, and a combination of both was
assessed.

It was determined that enzymatic hydrolysis produces a higher percentage of fermentable sugars
(146.651 pg) compared to acid hydrolysis (0 pg). The combination of both methods did not show a
significant increase in sugar yield (144.701 ug).

Enzymatic hydrolysis is a viable method for extracting fermentable sugars from residual beer

grain for ethanol production. The combination of acid and enzymatic hydrolysis does not provide a
significant benefit in sugar yield.

Keywords: beer spent grain, bioethanol, cellulose, hydrolysis, enzyme, ethanol.
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INTRODUCCION

A nivel mundial la cerveza representa una de las bebidas alcohélicas de mayor consumo.
Sélo en Estados Unidos se fabrican alrededor de 2.869 millones de litros de cerveza al afio,
con un crecimiento del 11% respecto al afio anterior. Entre los residuos que se producen a
partir de la produccién de cerveza encontramos el afrecho, el cual representa un volumen de
produccion de 85% en relacion con el total de los residuos sélidos generados por la industria.
Dicho afrecho, actualmente, solo es vendido por las empresas para ser utilizado como
alimento en la industria de la ganaderia. Esto presenta una gran oportunidad para el
mejoramiento en el &mbito del manejo de los residuos generados.

La biomasa lignocelulosica, sobre todo los subproductos agroindustriales, ha pasado de
ser un residuo problematico a una materia prima potencial para diversos procesos. Uno delos
mas significativos de estos procesos es la produccion de etanol. Sin embargo, la produccion
de etanol a partir de este tipo de material tiene limitaciones debido a su compleja estructura.
Numerosas investigaciones han abordado este reto proponiendo soluciones alternativas,
allanando el camino para la explotacion de la biomasa lignocelulésica con este fin. Entre los
diversos métodos para producir bioetanol, ha ganadopopularidad la obtencion a partir de la
celulosa.

El etanol se ha convertido en un producto de suma importancia en muchos &mbitos dela
industria. Actualmente se ha optado por utilizar métodos de produccion mas amigables con
el medio ambiente. La produccion mundial total de bioetanol aument6 un 430% a partirdel afio
2001 al 2009, con una tasa anual de crecimiento superior al 17%. Para el afio 2020los cinco
principales productores de bioetanol son Estados Unidos (53 %), Brasil (28 %), China (4 %),
India (3 %) y Canada (1 %). El 11 % restante de la produccion se distribuye en los demés
paises del mundo, con una participacién destacada de Tailandia, Argentina, Francia y
Alemania.

La celulosa, el biopolimero més abundante en la Tierra, se convierte en azucares
fermentables mediante hidrélisis quimica. Este proceso rompe los enlaces -1,4-glucosidicos
que unen las unidades de glucosa en la cadena de celulosa, liberando glucosa libre. Las
pruebas experimentales, como la espectroscopia infrarroja, la cromatografia de gases y la
hidrélisis, confirman la presencia de glucosa en la celulosa. La importancia de la celulosa
como fuente de glucosa radica en su abundancia, lo que la convierte en una materia prima
renovable y sostenible para la produccion de biocombustibles, bioproductosy otros productos
quimicos.

La hidrolisis de la celulosa es un proceso clave para convertir la celulosa, el biopolimero
mas abundante de la Tierra, en glucosa. Esta glucosa puede utilizarse para la produccion de
bioetanol, un biocombustible renovable y sostenible. Existen dos métodos principales de
hidrolisis: acida y enzimatica. La eleccion del método dependera de varios factores, como
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el tipo de materia prima, la escala de produccidn, el coste y la calidad del producto final. La
hidrolisis acida es rapida y eficaz, pero genera subproductos indeseables y es corrosiva. La
hidrolisis enzimatica es mas lenta y cara, pero es mas especifica y respetuosa con el medio
ambiente.

El objetivo de este trabajo de graduacion fue evaluar técnicamente los procesos de
hidrélisis para la extraccion de azlcares fermentables Utiles en la obtencion de etanol a partir
de la celulosa presente en el afrecho residual de cerveza con el fin de presentar una alternativa
atractiva para el manejo de residuos de una industria tan grande como es la cerveceria. Se
realiz6 una comparacion de dos métodos de hidrolisis (quimico acido y enzimaético), para
posteriormente realizar una mezcla de ambos procesos con el fin de buscar un incremento en
el porcentaje de azUcares fermentables obtenidos de cada una delas metodologias por
separado. De esta manera se busca presentar una nueva forma de aprovechamiento del
afrecho residual de la industria cervecera.

15



Il OBJETIVOS

A. Generales

Evaluar técnicamente procesos de hidrolisis para la extraccion de azlcares fermentables
utiles en la obtencion de etanol a partir de la celulosa presente en el afrecho residual de
cerveza.

B. Especificos

1. Realizar una caracterizacion del afrecho cervecero para determinar la cantidad de
lignina, celulosa y hemicelulosa utilizando el método de cuantificacion de Klason
correspondiente a la norma TAPPI 222, para poder estandarizar el sustrato.

2. Realizar la cuantificacion de humedad absoluta presente en el sustrato por medio de
un proceso de secado en horno para obtener el porcentaje de humedad del sustrato
para la estandarizacion del sustrato.

3. Acondicionar el afrecho cervecero por medio de secado, prensado, molienda y
tamizado para facilitar los procesos de hidrdlisis.

4. Realizar una comparacion del método de hidrolisis acida, enzimatica y la mezcla de
ambos procesos para evaluar la eficiencia en la obtencidn de azUcares fermentableslos
cuales seran cuantificados por HPLC.

. DEFINICION DE VARIABLES

- Lignina

- Celulosa

- Hemicelulosa

- Humedad absoluta
- Azlcar
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IV. JUSTIFICACION

Actualmente los bioproductos de primera generacion aln presentan un escenarioinestable
en términos de precio ante los precios relativos de productos genéricos. Sin embargo, cada
vez mas se esta planteando el uso de bioproductos en diferentes ambitos. Recientemente el
uso de bioetanol ha tenido un gran auge en el mercado como fuente de biocombustible
(Brambila-Paz, 2013). El bioetanol elaborado a partir de celulosa se denomina
biocombustible de segunda generacion y presenta una alternativa muy interesante para
diversificar la matriz energética y expandir el mercado de los biocombustibles (Dagnino,
2014).

Su materia prima, la biomasa lignocelul6sica proveniente de residuos agricolas,
forestales y urbanos, representa una fuente abundante. Solo en Latinoamérica y el Caribe se
generan anualmente alrededor de 2.600 millones de toneladas de residuos agricolas, segun la
FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura).

Maés alla de la diversificacion energética, el bioetanol de segunda generacion aporta
beneficios ambientales. Al no competir con la produccion de alimentos y reducir la cantidad
de residuos en vertederos, contribuye a la sostenibilidad. Se estima que este biocombustible
puede reducir las emisiones de gases de efecto invernadero hasta en un 80% comparado con
la gasolina (Dagnino, 2014).

Actualmente, la conversion de celulosa a bioetanol se acerca al 50%, con potencial para
seguir mejorando. Ademas, este biocombustible reduce las emisiones de CO2 en
comparacion con los combustibles fésiles. Un estudio del Departamento de Energia de
Estados Unidos indica que puede reducirlas en un 85% respecto a la gasolina (Rodriguez, C.,
2012).

En cuanto a los avances tecnoldgicos, se han desarrollado métodos como la explosion
con vapor o la hidroélisis acida para pretratar la biomasa, aumentando la eficiencia de la
hidrélisis enziméatica. También se han creado enzimas mas eficientes y rentables para
descomponer la celulosa, como las celulasas y xilanasas, cuyo costo ha disminuido un 50%
desde 2010. Por ultimo, se han desarrollado nuevas cepas de levadura capaces de fermentar
azucares de cinco Yy seis carbonos.

El mercado global de biocombustibles esta en auge, con un prondstico de alcanzar los
250 mil millones de dolares para 2028. Este crecimiento se ve impulsado por la demanda y
por incentivos como créditos fiscales y exenciones impositivas para la produccién y consumo
de biocombustibles. Por ejemplo, en Estados Unidos, el crédito fiscal federal parael bioetanol
de segunda generacion es de $0.15 por galon. Ademas, la infraestructura para
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la distribucion y uso de bioetanol ya esta bien desarrollada en muchos paises. En Brasil, por
ejemplo, la gasolina se mezcla con un 27% de bioetanol (Rodriguez, C., 2012).

Sin embargo, aln existen desafios. El costo de produccion de bioetanol de segunda
generacion sigue siendo mayor que el de los biocombustibles de primera generacion. No
obstante, se espera que disminuya con el avance tecnolégico y la produccion a mayor escala.
Se estima que el costo podria alcanzar la paridad con la gasolina para 2030. La escalabilidad
de la produccidn es otro reto, ya que actualmente se encuentra en fase de desarrollo. En 2022,
la produccion global de bioetanol de segunda generacion apenas alcanzé los 10 millones de
litros. Por ultimo, se necesitan politicas publicas que apoyen el desarrollo y la produccion de
este biocombustible, creando un marco regulatorio favorable.La Union Europea, por ejemplo,
ha establecido un objetivo de 10% de participacion de biocombustibles en el transporte para
2030.

El afrecho o bagazo obtenido de la produccion de cerveza, actualmente, sdlo es utilizado
y puesto a la venta como fuente de alimento para ganado debido a su alto valor nutritivo y
sus beneficios para la salud animal (Engormix, 2023). Es rico en proteinas, fibra, vitaminas
y minerales, incluyendo calcio, fosforo, potasio y zinc (Nutreco, 2023). Contiene un alto
contenido de energia, lo que lo convierte en una fuente ideal de calorias para animales de
produccién (Contexto Ganadero, 2023). El afrecho de cerveza mejora la digestion y la salud
intestinal de los animales, estimula el crecimiento de bacterias beneficiosas en el intestino y
reduce el desperdicio de alimentos (Contexto Ganadero, 2023). También, se puede agregar a
la dieta de las vacas lecheras para aumentar la produccion de leche y mejorar la calidad de
esta, asi como también es un excelente alimento para cerdos, aves de corral y caballos
(Engormix, 2023).

Actualmente no se le da ningun uso posterior al afrecho. En la industria cervecera, uno
de los residuos de biomasa es el bagazo cervecero, con un volumen de produccién de un 85%
en relacion con el total de los residuos solidos generados por la industria (Rodriguez, C.,
2012).

La presente investigacion explora una alternativa para la utilizacion del salvado, un
subproducto agroindustrial rico en celulosa y hemicelulosa. El objetivo principal es comparar
distintos métodos de hidrolisis (acido y enzimatico) para obtener azlcares fermentables,
esenciales para la produccion de bioetanol, un combustible renovable y sostenible.

Los métodos mas utilizados actualmente son:

e Hidrolisis acida: Se utiliza acido diluido (sulfurico o clorhidrico) para romper los
enlaces glucosidicos de la celulosa y la hemicelulosa. Este método es eficaz y barato,
pero puede generar subproductos indeseables y corroer el equipo (Alviraetal., 2010).

e Hidrolisis enzimatica: Se utilizan enzimas celulasas y xilanasas para descomponer los
polimeros de celulosa y hemicelulosa en azucares simples. ES un método més
ecologico y selectivo que la hidrdlisis acida, pero tiene un coste y un tiempo de
reaccion mayores (Jonsson y Martin, 2016).
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e Hidrolisis termoquimica: Combina calor y presion para romper los enlaces
glucosidicos. Es un método rapido y eficaz, pero requiere un elevado consumo de
energia y puede generar compuestos inhibidores de la fermentacion (Mosier et al.,
2005).

En resumen, a pesar de la inestabilidad en los precios de los bioproductos de primera
generacion, se estd explorando cada vez més el uso de bioproductos en diversos campos. El
bioetanol de segunda generacion, elaborado a partir de celulosa, ha ganado popularidad como
una alternativa prometedora en el mercado de biocombustibles. En este contexto, este trabajo
propone una alternativa interesante para aprovechar el afrecho o bagazo cervecero, un residuo
abundante en la industria cervecera. Se centra en el paso crucial de la hidrolisis, buscando
convertir el sustrato en azucares fermentables para la produccion de etanol. Mediante esta
investigacion, se pretende contribuir a la diversificacion de la matriz energética y a la
expansion del mercado de biocombustibles, al tiempo que se busca encontrar un uso valioso
para un residuo gue actualmente no recibe ninguna utilidad adicional.
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V.  MARCO TEORICO
A. Afrecho cervecero

La industria cervecera que utiliza como materia prima la cebada, genera afrecho de malta
de cebada como residuo de mayor volumen. Este es un subproducto humedo y altamente
perecedero, procedente del proceso de maceracion (Guerra, W. 2012).

El afrecho cervecero es un subproducto de la produccion de cerveza que presenta un
contenido elevado de proteina y fibras, lo cual representa propiedades interesantes y
beneficiosas para la dieta humana. Sin embargo, ya que es un producto de bajo costo y alto
contenido nutricional se usa para alimentacion de ganado mas comdnmente (Cuadros, C.
1995).

Dicho afrecho se compone principalmente de la cascara, pericarpio y cubiertas de la
semilla de la cebada. Dependiendo de la uniformidad del malteado, pueden quedar en mayor
0 menor cantidad restos de almiddn en el endospermo y restos de pared celular. Aunasi, el
contenido de almidon es insignificante comparado a los compuestos de las paredes celulares
de la cascara, pericarpio y cubiertas de la semilla, las cuales son abundantes en polisacéridos
de celulosa y no-celulosa, lignina, algunas proteinas y lipidos. La cascara a su vez presenta
altos contenidos de silicio y polifenoles. (Mussatto et al., 2006).

Santos et al. (2003), explica que la composicion quimica del bagazo o afrecho varia
de acuerdo con las variedades de cebada utilizada, las condiciones de cosecha, malteado y
maceracion del proceso, como también, la calidad y cantidad de adjuntos agregados al
momento de la elaboracion. Dentro de su composicion quimica, diversos autores coincidenen
tratar al bagazo como un material lignocelulésico rico en proteinas y fibra.

Tabla 1. composicion quimica del bagazo cervecero segun diversos autores en % peso

Prentice y Kanauchi Kanauchi
Componentes Refsguard etal. (2001) etal. (2001)
(1978)

Proteinas 31 24 15.2
Pentosa 19 Nd Nd
Lignina 16 11.9 27.8
Arabinoxilanos Nd 21.8 28.4
Almiddn y B-glucanos 12 Nd Nd
Celulosa 9 25.5 16.8
Lipidos 9 10.6 Nd
Ceniza 4 2.4 4.6

Fuente: Adaptado de Rodriguez, C. (2012)
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lHustracion 1. Composicion del afrecho de malta
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Las proteinas constituyen un sustrato muy importante en el proceso de digestion
anaerdbica debido a que ademas de ser fuente de carbono y energia, los aminoacidos
derivados de su hidrolisis tienen un elevado valor nutricional. Parte de estos aminoacidos son
utilizados directamente en la sintesis de nuevo material celular y el resto son degradados a
acidos volatiles, dioxido de carbono, hidrégeno, amonio y sulfuro en posteriores fases del
proceso.

La degradacion de los lipidos en ambientes anaerébicos comienza con la ruptura de
las grasas produciendo acidos grasos de cadena larga y glicerol. Y la velocidad de
degradacion de los materiales lignoceluldsicos compuestos principalmente por lignina,
celulosa y hemicelulosa, es tan lenta que suele ser la etapa limitante del proceso de hidrolisis.
Esto es debido a que la lignina es muy resistente a la degradacion por parte de los
microorganismos anaerébicos afectando también a la biodegradabilidad de la celulosa, de la
hemicelulosa y de otros hidratos de carbono. (FAO, 2011). A su vez, Uzodinma y Ofoefule
(2008), complementa con propiedades fisicoquimicas.

21



Tabla 2. propiedades fisicoquimicas del bagazo cervecero

Parametro Bagazo
Humedad 14.1%
pH 5.03%
Sélidos totales 67.3%
Sélidos volatiles 14.84%
Carbono 47%
Nitrégeno 1.82%
Relacién C/N 259

Fuente: Adaptada de Rodriguez, C. (2012)

Las caracteristicas bioguimicas de residuos deben permitir el desarrollo y la actividad
microbiana del sistema anaerobico. El proceso microbioldgico no solo requiere de fuentes de
carbono y nitrégeno, ademas, de rango neutro de pH ara que el proceso se desarrolle
satisfactoriamente. El valor del pH en el digestor no sélo determina la produccion de biogas
sino también su composicion (FAO, 2011).

B. Compuestos lignoceluldsicos

Los compuestos lignocelul6sicos, o plantas, constituyen principalmente en celulosa,
hemicelulosas y lignina. La composicion quimica y la morfologia de la pared celular estan
relativamente bien conocidos. En general las paredes celulares de plantas consisten en
polisacaridos, compuestos fendlicos y compuestos minoritarios (minerales, lipidos,
proteinas, etc.). Los polisacaridos se clasifican en celulosa, hemicelulosas y pectinas. Gran
parte de los compuestos fendlicos estan presentes en la estructura de lignina (Prinsen, P.
2010).

1. Celulosa

Celulosa es el biopolimero mas abundante en la Tierra. Consiste en cadenas lineales
de celobiosa (D-glucopiranosil-p-1,4-D-glucopiranosa) de aproximadamente 10.000
unidades glicosidicas en celulosa nativa de fibras madereras donde representan méas de 50
% del peso. En la célula vegetal gran parte de la celulosa esta presente como microfibrillas
empaquetadas muy densamente. Poco se conoce sobre la regulacion de este plegamiento.
Contiene zonas amorfas y cristalinas. Las cadenas en la zona amorfa son susceptibles a
bioconversion (celulasas) (Prinsen, P. 2010).
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llustracion 2. Estructura de la celulosa

CHOH

Fuente: Adaptada Lee (2009)

La celulosa es el principal componente estructural de los vegetales es la celulosa, la
cual funciona en la mayoria de la materia prima vegetal como una barrera estructural que
limita la liberacion de componentes de sabor o de interés para la industria alimentaria
(Rastogi et al. 1998; Sarker et al. 1999; Lee et al. 2005). La celulosa es un polisacarido
formado por unidades de anhidra glucosa, las cuales se mantienen unidas mediante enlaces-
1,4 a su efecto sinergistico, por el potencial que tienen sobre la hidrdlisis de los componentes
estructurales de la pared celular de los vegetales. (Sreenath, HK., 1987)

2. Hemicelulosa

La funcion principal de la hemicelulosa es proporcionar rigidez a la pared celular
gracias a su interaccion con la celulosa y lignina. Fisicoquimicamente podemos mencionar
principalmente su capacidad de enlace y su comportamiento viscoelastico, es de gran
importancia para proporcionar propiedades deseadas como grado de hinchamiento,
(re)hidratacion, plasticidad, flexibilidad, rigidez, dureza, etc. durante el proceso de
fabricacion de papel. Son insolubles en agua, pero en medio alcalino se disuelven. Las plantas
herbaceas suelen contener mas hemicelulosas y menos ramificados (Prinsen, P. 2010).

En contraste con la celulosa, la cual es cristalina, fuerte y resistente a la hidrolisis, las
hemicelulosas son estructuras aleatorias, amorfas con pequefia solidez, 8 féacilmente
hidrolizables en &cidos o bases diluidas. Las hemicelulosas son polimeros de diversas
hexosas y pentosas, principalmente D-xilosa, L-arabinosa, D-manosa, D-glucosa, D-
galactosa, y acido D-galacturonico, que aparecen en las paredes celulares en forma amorfa.La
mayoria de las hemicelulosas se presentan como heteropolisacéridos, poseen unaespecie de
columna vertebral formada por una cadena plana de aztcares unidos casi siempre por enlaces
B-1,4 (de menor longitud que la de celulosa), de la que pueden salir ramificaciones muy
cortas, generalmente de un solo azlcar de longitud. Se clasificanusualmente de acuerdo con
los azucares residuales presentes. Los tipos y cantidades de hemicelulosa presentes en las
paredes de las maderas de angiospermas y coniferas son diferentes (Espinosa, 2013).
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llustracion 3. Estructura de Hemicelulosa

Fuente: Adaptada de Almeida (2015)

La hemicelulosa estd compuesta principalmente por xilano, un polimero ramificado
compuesto por un azucar de cinco carbonos (xilosa). EI grado de polimerizacién tipico de la
hemicelulosa es de 50-200, indicando que es un polimero de menor tamafio que las moléculas
de celulosa. La hidrdlisis acida de la hemicelulosa (C6H1005) produce principalmente xilosa
(C6H1005) y glucosa (C6H1206) (Lee, 2009).

3. Lignina
La lignina es un biopolimero aromatico complejo de gran peso molecular y se forma

por la polimerizacion de radicales alcoholes p-hydroxyciannamyl (Lee, 2009).

llustracion 4. Estructura de Lignina
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Debido a su estructura la lignina es altamente resistente a la degradacion. Hasta el
momento los Unicos organismos capaces de mineralizarla eficientemente llevandola a CO?2
y H20 como productos finales son los hongos causantes de pudricion blanca. Estos hongos
en su mayoria pertenecen a los o6rdenes de Aphyllophorales y Agaricales (Espinosa, 2013).

llustracion 5. Estructura de la biomasa lignocelulésica
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Fuente: Adaptada de Taiz, L. (2006)

La lignina representa entre el 25 y el 33 % de la biomasa en madera de especies
coniferasy entre el 18 y el 34 % de frondosas (Aitken et al., 1988). Después de la celulosa y
la hemicelulosa, es el tercer biopolimero méas abundante en la Tierra. Se encuentra
principalmente en la Idamina media capas de la pared celular. Lalignina es de vital importancia
para el organismo vegetal. Desempefia funciones en el transporte de agua, nutrientes y
metabolitos en el sistema vascular gracias a por sus propiedades como estructura
macromolecular, ademds, debido a sus propiedades hidrofobicas y el entrecruce con
polisacaridos ayuda a la permeabilidad de los poros entre células vegetales (Prinsen, P. 2010).

Es importante comprender que el término lignina no se refiere a un compuesto especifico,
sino que es un colectivo que agrupa una serie de polimeros grandes con estructuras similares.
La complejidad de la estructura quimica de la lignina hace que sea muy dificil de utilizar
excepto como un combustible solido, debido a su alto poder calorifico 8.19 kW/kg (12,700
BTU/Ib) (Lee, 2009).

C. Hidrélisis

Como menciona Campos, en la industria, la transformacion de la celulosa en glucosaes
el primer paso para su utilizacion a gran escala. La fermentacion de la glucosa para la
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obtencion de etanol mediante técnicas industriales es una de las diferentes formas de obtener
ese producto que puede ser utilizado como biocombustible. La obtencion de glucosa a partir
de materiales lignoceluldsicos se basa, principalmente, en la hidrolisis. En las ultimas
décadas, la obtencién de glucosa por este medio ha ganado mucha atencion.

1. Hidrodlisis Quimica

La hidrolisis quimica es un tipo de tratamiento que se basa en el uso de diferentes
agentes quimicos; como acidos, bases y oxidantes. Este proceso es selectivo, por lo que el
resultado obtenido dependera directamente del agente quimico utilizado. Los principales
tipos de hidrdlisis son la hidrolisis &cida, alcalina, con solventes organicos y con ozono. Estos
métodos presentan la ventaja de su alta velocidad de reaccion y su capacidad para eliminarla
hemicelulosa y alterar la estructura de lignina.

2. Hidrdlisis acida
El uso de 4cidos concentrados resulta menos atractivo para la obtencion de azlcares,
con miras a la produccion de etanol, debido a la formacidn de compuestos inhibidores de los
microorganismos utilizados en los procesos de fermentacion. Ademas, ocurren problemas de
corrosion en los equipos, dificil recuperacion del acido y alto costo de mantenimiento

operacional, lo que hace que el método sea de poco interés a escala comercial (Chandler, C.
2012).

3. Hidrdlisis alcalina

Es la adicion de bases diluidas a la biomasa y su eficiencia depende del contenido de
lignina de los materiales. El hidroxido de sodio diluido produce un hinchamiento,
permitiendo un incremento en el area de superficie interna reduciendo el grado de
polimerizacion y cristalinidad de la celulosa, causando la separacion de las uniones
estructurales entre la lignina y los carbohidratos. EI mecanismo de la hidroélisis alcalina de la
biomasa parece estar basada en la saponificacion de los enlaces ésteres intramolecularesque
unen los xilanos de la hemicelulosa y otros componentes, como por ejemplo la ligninau otros
componentes de la hemicelulosa. La efectividad de este pretratamiento depende del
contenido de lignina del material a tratar. La literatura reporta que la digestibilidad de las
maderas duras tratadas con NaOH aumenta de un 14% a un 55% con una remocion de lignina
del 24-55%, con un contenido inicial del 20%. Para maderas blandas (contenido de lignina
mayor al 26%) el método no es tan efectivo. La disolucién de la lignina empieza conla ruptura
de los enlaces a-arileter y arilgliceron-B-aril- eter, fragmentando la lignina (Espinosa, 2013).

La ruptura de los enlaces comienza con la protonacion de grupos hidroxilo o éter en
el carbono o de un mondmero dando lugar a la formacion del correspondiente acido
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conjugado, esta especie puede progresar la ruptura de los enlaces a. y B 0 condensarse en
otros mondmeros (Espinosa, 2013).

4. Hidrolisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica de la celulosa consiste en tres pasos: absorcion de las enzimas
celulasas en la superficie de la celulosa, la degradacion de la celulosa a azUcares fermentables
o glucosay la desercidon de las celulasas. La degradacion enzimatica de materiales celuldsicos
es estimulada por la perspectiva de que esta investigacion contribuiria al desarrollo en gran
escala a procesos de conversion que beneficiarian a la humanidad en una forma sustancial.
Algunos de estos procesos de conversion potenciales son:

e Ayudar a resolver problemas de eliminacion de desechos.
e Disminuir la contaminacion del medio ambiente.
e Aliviar los escases de alimentos y nutrientes para animales.

e Mejorar el manejo de bosques y tierras extensas, suministrando un mercado para
maderas de baja calidad, que se desarrollan en tierras pobremente cultivadas.

e Disminuir la dependencia del hombre hacia los combustibles fésiles, proveyendo un
recurso conveniente y renovable de energia en forma de etanol.

La sacarificacion de los materiales celulésicos, utilizando las enzimas celulasas, no
presentan el problema de la formacidn de productos indeseables como los que se presentanen
las otras formas de hidrélisis (&cida, basica, etc.). En la actualidad los estudios de hidrdlisis
se estan orientando a la utilizacion de enzimas para la sacarificacion de subproductos
celulésicos por las ventajas del proceso que ofrecen (Espinosa, 2013).

D. Enzimas

Las enzimas son proteinas, polimeros formados por aminoécidos covalentemente unidos
entre si, que catalizan en los organismos una gran variedad de reacciones quimicas. La
actividad catalitica de las enzimas depende de que mantengan su plegamiento, es decir,su
estructura tridimensional. En esta estructura tridimensional se forman cavidades, llamadas
“sitio activo”, las cuales muestran afinidad por las moléculas especificas (sustratos) que se
convertiran en productos. Sus aplicaciones mas antiguas tienen que ver con la alimentacion,
por ejemplo, la produccion de pan y queso.
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Como cualquier catalizador, al finalizar la transformacion del sustrato y liberarse el producto
del sitio activo, la enzima regresa a su estado original y puede involucrarse en unnuevo ciclo
de catalisis (Ramirez, J., 2014).

1. Enzimas Celulasas

La celulasa es un tipo importante y esencial de enzima para llevar a cabo la
despolimerizacion de la celulosa en azucares fermentables. Como un recurso importante para
las energias renovables energia y materias primas, es ampliamente utilizado en la
bioconversion de biomasa celuldsica renovable. Glucosa, de la adecuada hidrolisis de esta
biomasa celuldsica bajo el tratamiento de la biotecnologia avanzada puede ser utilizado en
diferentes aplicaciones como la produccion de combustible etanol, proteina unicelular,
materia prima, productos quimicos de importancia industrial, etc (Li, X. et al. 2009).

Las enzimas celulasas son proteinas derivadas de los procesos naturales de
fermentacion, capaces de degradar la celulosa. En realidad, una enzima de celulasas es una
mezcla de diversos componentes enzimaticos, formando lo que se denomina un “complejo
enzimatico”, que actla de forma sinérgica en la degradacion de la celulosa (Espinosa, 2013).

Se han desarrollado extensas investigaciones de celulasas durante décadas. Dichos
estudios de aplicacion se han desarrollado a una velocidad tremenda. La biotecnologia de las
celulasas comenzd a principios de la década de 1980, primero en alimentacion animal seguida
de aplicaciones alimentarias. Posteriormente, se utilizaron en la industria textil, lavanderia y
en las industrias de pulpa y papel. Debido al desarrollo desde hace varios afios,el uso de
celulasas ha aumentado considerablemente, demostrando su enorme potencial biotecnolégico
en varias industrias, empezando a hacer su incursion en las industrias de cerveceria y vino,
agricultura, asi como en investigacion y desarrollo (Li, X. et al. 2009).

2. Trichoderma Reesei

Las especies de Trichoderma son hongos que aparecen en cualquier tipo de suelo,
produciendo colonias blancas, amarillas 0 mas tipicamente verdes cuando se cultivan. Las
especies verdes de Trichoderma fueron inicialmente clasificadas como una especie Unica,
T. Viride hasta que fueron subdivididas por Rifai. Las especies de Trichoderma se utilizan
para producir celulasas. Sin embargo, son particularmente efectivas como antagonistas del
crecimiento de otros hongos, muchos de ellos patdégenos de plantas, con el resultado de que
las especies de Trichoderma son importantes agentes en biocontrol. EI hongo Trichoderma
reesei es un microorganismo celulitico que contiene cuatro grandes celulasas(1.4-beta-D-
glucancelobiohidrolasas CBHI y CBH Il, endo-1.4-beta-D-glucanasa EG | y EGII). Desde el
punto de vista genético, se han estudiado genes que codifican para las celulasas (cbhl, cbh2,
egll y egl2), mediante sustitucion por el marcador genético Amds de Aspergillus nidulans
(Hayala, 2013).
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Estas investigaciones han sugerido que la CBHII y la EGII son las méas importantes
enla actividad enzimatica de la celulasa porque intervienen en la formacion eficiente del
inductor de estas en T. Ressei y que la eliminacion de ambas cadenas celobiohidrolasas
(CBHIl y EGII) imposibilita a la enzima para desdoblar la celulosa cristalina. La mayor parte
de los procedimientos estudiados a escala preindustrial utilizan enzimas producidas por
Trichoderma reesei. Este microorganismo tiene la ventaja de excretar, en grandes cantidades,
la mezcla adecuada de enzimas, que permite la hidrolisis de celulosas amorfas y cristalinas
(Hayala, 2013).

La estructura quimica de la Celulasa proveniente de la Trichoderma Reesei es 1,4-
(1,3:1,4)-B-D-Glucan 4-glucano-hydrolase

llustracién 6.Enzima Celulasa de Trichoderma Reesei

endo-1,4-B-D-Glucanase SH2CH
0. OH
i CHoOH OH
o_ 0
S OH
Cellobiosidase Il CHOH
o OH
CH,0H OH
o_ 0
i i OH
B-Glucosidase i
CH;0H g Cellobiosidase |
o OH
CH,0H OH
o_0 Z =

OH

Fuente: Adaptada de Merck/Sigma-Aldrich, 2022)

E. Bioetanol

El bioetanol se produce por la fermentacion de los azlcares contenidos en la materia
organica de las plantas. En este proceso se obtiene el alcohol hidratado, con un contenido
aproximado del 5% de agua, que tras ser deshidratado se puede utilizar como combustible.ElI
bioetanol mezclado con la gasolina produce un biocombustible de alto poder energéticocon
caracteristicas muy similares a la gasolina, pero con una importante reduccion de las
emisiones contaminantes en los motores tradicionales de combustion. El etanol se usa en
mezclas con la gasolina en concentraciones del 5 o el 10%, E5 y E10 respectivamente, que
no requieren modificaciones en los motores actuales (Espinosa, 2013).

F. Bioetanol de segunda generacién

El bioetanol de primera generacion se obtiene mediante la fermentacion de azucares
procedentes de diferentes vegetales (maiz, remolacha, cebada...). El problema esque esas
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materias primas sirven para alimentar a las personas. El uso del bioetanol como combustible
ha crecido en los Ultimos afios en Europa, Estados Unidos, Brasil y Canada, loque ha
repercutido en el precio de algunos alimentos.

La produccion mundial total de bioetanol aument6 de 2001 a 2009 un 430%, con una
tasa anual de crecimiento superior al 17%. EIl éxito en el uso del bioetanol se debe al aumento
en el precio de los combustibles fésiles y a las ayudas gubernamentales que ha recibido en
paises como Brasil y Estados Unidos. Se ha conseguido incrementar la seguridaden el
suministro doméstico de combustibles, reducir la emision de gases de efecto invernadero y
ayudar a las industrias y a las comunidades rurales.

Se llama biocombustibles de segunda generacion a los que se obtienen de otras
fuentes naturales alternativas, como lo es, la biomasa lignocelul6sica, es decir, un
componente esencial de la madera que incluye residuos forestales y agroindustriales como
serrines, restos de molienda y de la fabricacion de papel, etc., puede ser una de las mas
adecuadas. La produccidn de etanol a partir de este tipo de biomasa presenta algunas ventajas
medioambientales respecto de la produccién de etanol por fermentacion de azUcares. Sin
embargo, el grado de comercializacion de este etanol de segunda generacidnes todavia lento.

Algunas plantas ya estan realizando pruebas en América del Norte y Europa, pero el
proceso de comercializacion es lento por los riesgos asociados al desarrollo de la tecnologia, la
elevada inversion de capital necesaria y los escasos retornos previstos a corto plazo.

G. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

La cromatografia liquida (HPLC), es una técnica utilizada para separar los componentes
de una mezcla. Consiste en una fase estacionaria no polar (columna) y una fase movil. La
fase estacionaria es silica que se ha tratado con RMe2SiCl. La fase mdvil actua de portador
de la muestra. La muestra en solucion es inyectada en la fase mévil. Los componentes de la
solucion emigran de acuerdo con las interacciones no-covalentes de los compuestos con la
columna. Estas interacciones quimicas, determinan la separacion de los contenidos en la
muestra. La utilizacion de los diferentes detectores dependera de la naturaleza de los
compuestos a determinar. Todos los detectores para HPLC responden a alguna propiedad
fisicoquimica del analito; esto puede incluir absorbancia UV, relacion masa / carga,
fluorescencia, indice de refraccion, etc (Miranda, 2013).

Los detectores de HPLC méas comunes se basan en la absorbancia de luz UV (o visible)
por la molécula de analito. Estos detectores son populares debido a su bajo costo, robustez,
limites de deteccion razonablemente bajos y facilidad de uso. Hay varios tipos comunes de
detectores UV que incluyen configuraciones de una sola longitud de onda, de multiples
longitudes de onda o de diodos. El detector de matriz de diodos también permite algunas
funciones cualitativas limitadas a través de la capacidad de recolectar espectros UV de forma
dindmica. Hay varios otros tipos de detectores disponibles que utilizan otras propiedades
fisicoquimicas de la molécula del analito, entre las que se incluyen:
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- Fluorescencia
- Electroquimica
- Conductividad eléctrica

Estos detectores tienden a emplearse cuando se requiere una alta sensibilidad y / ola
molécula de analito no absorbe la radiacion UV. Los detectores de espectrometria de masas
se han vuelto cada vez mas importantes y ahora se utilizan ampliamente en muchasareas de
la quimica analitica, ya que se pueden utilizar para la deteccidn de bajas concentraciones de
analitos, para andlisis cualitativos 0 en situaciones en las que la separacion de los
componentes del analito es dificil. La deteccion del indice de refraccion es atil cuando las
moléculas de analito no responden a ningun otro tipo de detector o si el analito muestra
grandes diferencias en el indice de refraccion de la fase movil utilizada (ChromAcademy).

Los carbohidratos o azucares pueden ser definidos de manera sencilla como
polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas y sus derivados. Estas biomoléculas estan
ampliamente distribuidas y cumplen distintas funciones estructurales, asi como de
almacenamiento y fuente energia. Los monosacaridos, también llamados azucares sencillos,
estdn constituidos por una sola unidad de polihidroxialdehido o polihidroxicetona, un
disacérido esta constituido por dos monosacaridos unidos por un enlace glucosidico y los
polisacaridos contienen muchas unidades de monosacaridos enlazadas. La miel, el
endulzante original de la naturaleza, es elaborada por las abejas con néctar floral y es
esencialmente una solucion acuosa altamente concentrada de dos azucares, glucosa y
fructosa, los cuales constituyen el 30 y el 38% de ésta respectivamente. Muchas otras
sustancias también se encuentran en la miel, pero los carbohidratos son por mucho sus
mayores constituyentes. La glucosa y la fructosa son monosacaridos los cuales poseen
extremos reductores, al igual que algunos disacéridos, y polisacaridos, como el almidon, la
celulosa y la quitina. En base a esto, la medicion de la concentracion de extremos reductores
puede aportar informacién valiosa acerca de una muestra analizada. Debido especialmentea
su presencia en muchos productos naturales, los azucares reductores (AR) han recibido
considerable atencién, lo cual ha llevado a un incremento en el disefio de métodos para su
cuantificacion. La habilidad de medir la concentracion de AR aporta mucho significado para
determinar la cantidad de azlcar en productos alimenticios y bebidas, e incluso, aunque
indirectamente, es una herramienta para determinar la actividad de algunas enzimas
responsables de la hidrolisis de polisacaridos (Khristopher Ugas, 2018).

Como menciona Brian A. Bidlingmeyer (1993), en el ambito quimico y/o bioquimico
podemos encontrar aplicaciones tales como:

- Analizar mezclas complejas

- Purificacion de compuestos quimicos

- Sintesis de compuestos quimicos

- Aislamiento de compuestos con caracteristicas bioldgicas benéficas
- Prediccion de propiedades fisicas de compuestos
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VI.  ANTECEDENTES

El tema de bioproductos ha tenido un gran auge durante los Gltimos afios. A pesar de ser
un tema relativamente nuevo, se han realizado varios estudios sobre la evaluacion de
procesos de hidrdlisis para la obtencion de etanol a partir de residuos de diferente indole.

Podemos mencionar algunos precedentes a dicha investigacion, por ejemplo, en 2011, se
realizd un estudio sobre la obtencion de etanol a partir de residuos de poda, mediante
hidrdlisis &cida e hidrdlisis enzimética.

En 2013, se publicd un estudio sobre la revalorizacion de descartes agroindustriales

para la obtencion de bioetanol, utilizando diferentes estrategias de hidrolisis enzimatica y
fermentacion para obtener etanol a partir de masa de pan, zanahoria y salvado de trigo.

En 2015, se publico un estudio para establecer la concentracion éptima de a y B amilasas
comerciales para la obtencidn de etanol a partir de cebada sin maltear.

Finalmente, en un estudio sin fecha de publicacion, se abordan las variables que
afectan el proceso de hidrolisis acida utilizado para convertir los carbohidratosen azlcares
fermentables. Ademas, otro estudio evalu6 la produccion de etanol a partir del bagazo de
cafia de azucar utilizando hidrolisis quimica para obtener un mosto fermentable.
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Vil. METODOLOGIA

A. Equipos y Materiales
Tabla 3. equipos y materiales

Z
o

Equipo

Horno para secado

Molino de discos

HPLC

Tamizadora

Centrifuga

Bomba de filtrado

Balanza analitica

Tamices

Papel filtro

Embudo Blichner

Espatula para pesado

Vidrio de Reloj

OO WIN|IFPONOO|CTIW|IN|F-

Autoclave

Fuente: Elaboracion propia

B. Cristaleria
Tabla 4. cristaleria

=z
o

Cristaleria Capacida
d

Cantida
d

10 mL

25 mL

Erlenmeyer 50 mL

100 mL

300 mL

25 mL

Beaker 50 mL

100 mL

OO NI W|IN|F

Quitasato 1000 mL

Rh_lOIOIWINOTOT|W

Fuente: Elaboracion propia
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C. Reactivos
Tabla 5. reactivos

No Reactivo Observaciones
1 Acido sulfarico concentrado (98% m/v) 4L
Bote de 50 mL de 10,000
. . . . unidades, con nimerod e
2 Enzima Celulasa proveniente de Trichoderma Reesei referencia de producto C8546-
10KU de la casa MERCK.
3 Hidrdxido de sodio (17.5% m/v) 4L
4 Tween 3mL
5 Agua desmineralizada -
6 Cloruro de calcio 59
7 Acido Acético glacial --
8 Acetato de sodio -
9 Azida de sodio -

Fuente: Elaboracion propia
D. Determinacion de humedad
El método utilizado fue la norma ASTM E871.

Pesar dos cajillas de aluminio en el horno hasta llegar a peso constante.

Tarar las cajillas de aluminio con sus respectivas tapaderas.

Pesar aproximadamente 10g de afrecho himedo en cada una de las cajillas.

Dispersar lo méas uniformemente posible el afrecho por todo el interior de las cajillas.

Cerrar las cajillas.

Anotar el peso de las cajillas con la muestra de afrecho.

Secar dentro del horno a 60°C durante 2 horas, cuidando de dejar las cajillas

semidestapadas.

8. Luego del transcurrido el tiempo de secado se extraen las cajillas del horno y se
dejan enfriar durante 20 min. aprox.

9. Se pesan nuevamente las cajillas y se calcula la cantidad de humedad utilizando la

diferencia de pesos de las muestras.

NoubkwnNpR

E. Determinacion del pH

10. Tomar una muestra de paja de trigo, que fue pasada en tamiz No. 60.

11. Colocar 2 gramos de muestra tamizada en un matraz de 125 mL y agregar 20 mL de
agua destilada para tener una relacion 1:10.

12. Con el fin de estar en agitacidn constante se le coloco un agitador magnético. Agitar4
horas.

13. Una vez pasada el tiempo, reposar por 1 hora, una vez asentada la muestra, filtrar y
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medir el pH.

F. Preparacion de la muestra

Esta preparacion fue realizada para la muestra utilizada en la caracterizacion del afrechode

malta

Lavar la muestra con abundante agua para retirar todo tipo de materia soluble o
suciedad presente en la muestra.

Secar la muestra de afrecho utilizando un horno a 60 °C por un periodo de 12 horas.
Moler la muestra para reducir el tamafio de particula para conseguir una mayor areade
contacto.

Tamizar la muestra utilizando tamices de tamafio No0.8, No.12 y No. 25.

G. Caracterizacion del afrecho de cerveza

1.

Cuantificacion de Lignina

Para calcular la cantidad de lignina presente en una muestra de afrecho de cerveza, se
puede utilizar el método Klason y método de Van Soest, que se basa en la hidrélisis acida de
la muestra para cuantificar la cantidad de lignina insoluble en &cido. Los pasos son los

siguientes:

1. Pesar aproximadamente 0.5 g de muestra de afrecho de cerveza y transferirla a un
matraz de digestion.

2. Agregar 3-4 mL de acido sulfurico concentrado (H2SO4) al matraz y mezclar bien.

3. Colocar el matraz en un bafio de agua hirviendo y dejar que la muestra se hidrolice
durante 2-3 horas, revolviendo ocasionalmente.

4. Después del tiempo de hidrdlisis, enfriar la muestra y agregar 150 mL de agua
destilada.

5. Transferir la mezcla a un embudo de Buchner con un papel filtro y filtrar la muestra,
lavando los residuos con agua destilada hasta que el filtrado sea neutro.

6. Secar los residuos en un horno a una temperatura de 105°C durante varias horas
hasta que la muestra esté completamente seca y pesarla.

7. Calcular la cantidad de lignina presente en la muestra utilizando la siguiente

formula:

Lignina (%) = [(Peso de residuos secos) - (Peso de la muestra original)] / (Peso de

lamuestra original) x 100

Donde: el peso de la muestra original es la cantidad de afrecho de cerveza que se utilizé
enel paso 1. El resultado obtenido correspondera a la cantidad de lignina insoluble en &cido
presente en lamuestra de afrecho de cerveza. Es importante destacar que el método Klasonsolo
mide la lignina insoluble en &cido, por lo que no proporcionard una medida precisa de

35



la cantidad total de lignina presente en la muestra. Ademas, este método no es especifico
para la lignina y puede incluir otros componentes de la muestra.

Fibra detergente neutro (FDN):

1.

ok wnN

Pesaje: Colocar la muestra desengrasada (1,5 g) en el crisol de vidrio con filtro de
cuarzo poro 2.

Hidrdlisis: Agregar detergente neutro y hervir durante 1 hora.

Lavado: Lavar el residuo con agua caliente y posteriormente con acetona fria.
Secado: Secar la fraccion de fibra en una estufa a 150 + 2 °C durante 2 horas.
Enfriamiento: Enfriar la fraccion de fibra y pesarla.

Calcinacion: Calcinar la fibra para obtener la fraccion inorganica.

% FDN=(P1—Po) — (P2—Po) /Pmx100

Donde:

Pm= peso de muestra seca
Po= peso del crisol tarado
P1=peso del crisol + FND
secaP2= peso del crisol +
cenizas

Fibra detergente 4cido (FDA):

1.

ok wnN

Pesaje: Colocar la muestra desengrasada (1,5 g) en el crisol de vidrio con filtro de
cuarzo poro 2.

Hidrolisis: Agregar detergente acido y hervir durante 1 hora.

Lavado: Lavar el residuo con agua caliente y posteriormente con acetona fria.
Secado: Secar la fraccion de fibra en una estufa a 150 + 2 °C durante 2 horas.
Enfriamiento: Enfriar la fraccion de fibra y pesarla.

Calcinacion: Calcinar la fibra para obtener la fraccion inorganica.

% FDA=(P1-Po) — (P2—Po) [Pmx100

Donde:

Pm= peso de muestra seca
Po= peso del crisol tarado
P1=peso del crisol + FDA
secaP2= peso del crisol +
cenizas
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Calculo de la hemicelulosa:
Hemicelulosa = FDN — FDA

Célculo de la lignina:
Lignina = FDA — Cenizas

Calculo de la celulosa:
Celulosa = FDN — Hemicelulosa — Lignina

AOAC INTERNATIONAL. (2005f). Official methods of analysis of AOAC International
(18%"ed.). Gaithersburg, MD: AOAC International.

H. Hidrolisis Acida

1. Eliminacion de Lignina:

Procedimiento:

1. Sumergir las muestras: Sumergir las muestras en la solucion de NaOH 0,1N
durante15 minutos.

2. Agregar cloruro de calcio: Agregar 0,816 g de cloruro de calcio y dejar en
reposodurante 3 horas.

3. Separar el material particulado: Separar el material particulado de la solucion
porcentrifugacion.

4. Eliminar la lignina: Eliminar la lignina disuelta por decantacion.

5. Conservar el solido: Conservar el solido que contiene la celulosa y la
hemicelulosapara la hidrdlisis.

Explicacion:

El hidroxido de sodio degrada la ligninay el cloruro de calcio ayuda a reducir la degradacion
de la celulosa causada por el hidroxido de sodio. Ademas, el cloruro de calcio ayuda con la
precipitacion de la lignina.

2. Hidroélisis Acida:

Procedimiento:

1. Preparar la solucion de acido sulfurico: Diluir acido sulfarico concentrado al 5%.

2. Mezclar la solucion con las muestras: Mezclar 25 mL de la solucion de &cido
sulfurico al 5% con cada 50 g de muestra en un Erlenmeyer de 250 mL.

3. Autoclavar la mezcla: Llevar la mezcla a una autoclave a 1 atm (15 psi) y 125
°Cdurante 15 minutos.
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4. Centrifugar la mezcla: Centrifugar la mezcla para separar el jarabe glucosado.
Explicacion:

La hidrolisis &cida rompe los enlaces glucosidicos de la celulosa y la hemicelulosa, liberando
azucares simples como la glucosa.

I. Hidrolisis Enzimatica
Procedimiento:

14. Pesaje y colocacion de la biomasa: Pesar una muestra de biomasa equivalente al 1%
de celulosa y colocarla en un reactor de 200 mL.

15. Preparacion de la mezcla: Agregar 50 mL del buffer de acido acético glacial y acetato
de sodio, la cantidad de agua destilada necesaria para alcanzar un volumen total de
100 mL, considerando la densidad del material solido de 1 g/mL y la cantidad de
enzimas a adicionar.

16. Adicion de azida de sodio y Tween 80: Agregar 0,3 mL de azida de sodio para evitar
el crecimiento de organismos durante la digestion y 0,1 g/L de Tween 80 como
surfactante.

17. Incubacion: Colocar los tubos en un bafio termostatico a 50 °C con agitacion durante
72 horas.

18. Adicion de la enzima: Agregar la enzima comercial Sigma-Aldrich, celulasa de
Trichoderma reesei, en una concentracion de 10 kU/mg de celulosa.

19. Evaluacion de la produccién de azlcares: Evaluar la produccion de azucares durante
72 horas.

Explicacion:

La hidrolisis enzimatica utiliza enzimas celulasas para romper los enlaces glucosidicos de la
celulosa y la hemicelulosa, liberando azucares simples como la glucosa. Selig, M. J.,
Tucker, M. P., & Himmel, M. E. (2008). High-throughput screening ofcellulase enzymes
for biofuel production. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56(12), 4850-4856.

J. Hidrolisis Combinada

La metodologia para la hidrélisis combinada (&cida y enzimatica) de la biomasa comienza
con la eliminacion de la lignina mediante NaOH 0,1N y cloruro de calcio. Luego, se realiza
una hidrolisis acida con acido sulfarico al 5% a 125°C durante 15 minutos, ajustando las
condiciones segun sea necesario. Tras la neutralizacion del jarabe obtenido con NaOH o
CaCOa3 para un pH de 4.5-5.5, se lleva a cabo la hidrolisis enzimatica con la adicion de
enzimas celulasa (Sigma-Aldrich, celulasas de Trichoderma reesei) a una temperatura de 45-
50°C y un pH de 4.5-5.5 durante 24-72 horas. Finalmente, se separa el

jarabe glucosado del sélido residual por centrifugacion y se puede purificar mediante
filtracion, decoloracion y desionizacion.
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K. Cuantificacion de Glucosa
Equipo:

« Sistema HPLC con detector de indice de refraccion (RI)
e Columnas Agilent Hi Plex Ca 300x7.8mm, 5um

o Termostato para columna

e Auto muestreador con termostato

e Viales para HPLC

e Jeringa

« Filtros de jeringa

o Software de analisis HPLC

Reactivos:

e Agua desionizada
o Estandares de azucares (p. €j., glucosa, fructosa, sacarosa)

Preparacion de la fase movil:

o Desgasificar agua desionizada durante 30 minutos.
o Filtrar la fase mdvil a través de una membrana de 0.45 pum.

Preparacion de la muestra:

o Diluir la muestra con agua desionizada segun sea necesario.
o Filtrar la muestra a través de una membrana de 0.45 pm.

Condiciones de operacion:

e Columna: Agilent Hi Plex Ca 300x7.8mm, 5um
o Fase movil: Agua desionizada

e Flujo: 0.6 mL/minuto

o Temperatura de la columna: 75 °C

o Temperatura del detector: 55 °C

o Temperatura del auto muestreador: 25 °C

e Volumen de inyeccion: 10 pL

Procedimiento:

20. Equilibrar la columna con la fase movil durante al menos 30 minutos.

21. Inyectar el estandar de azucares.

22. Inyectar la muestra.

23. Registrar el cromatograma.

24. Identificar los picos de los azucares.

25. Calcular la concentracion de azlcares en la muestra utilizando el area de los picos.
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Andlisis de datos:
o El areadel pico es proporcional a la concentracion del azucar.
o Se puede utilizar una curva de calibracion para determinar la concentracion de

azucares en la muestra.
o Lacurva de calibracion se genera inyectando diferentes concentraciones del

estandar de azucares.
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VIll.  RESULTADOS

Tabla 6. Composicion de la muestra

Porcentaje (% m/m)
Malta 80
Arroz 20

Nota: Elaboracion propia. Esta es la composicion de la muestra inicial utilizada para la
receta de cerveza de donde fue obtenida la muestra de afrecho utilizada en este trabajo.

Tabla 7. Humedad

No. Corrida Porcentaje de humedad
(%)
1 80.27
2 79.55
3 82.67
Promedio de humedad 80.83

Nota: Elaboracion propia. La humedad fue calculada a partir de la metodologia
mencionada en el apartado J. Este proceso se trabajo siguiendo los lineamientos del lugar que
proporciond el afrecho utilizado.

Tabla 8. Cantidad de lignina

No. Corrida Porcentaje Total de lignina (%)
1 13.7507
2 12.9829
Porcentaje promedio 13.3668

Nota: Elaboracién propia. El porcentaje de lignina fue calculada a partir de la
metodologia mencionada en elapartado J. En este caso se modifico y repitié la metodologia
originalmente propuesta ya que originalmente no se propuso pretratar fisicamente la materia
prima y esto dificultd la caracterizacion de la misma.
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Tabla 9. Material residual

No. Corrida Porcentaje de residuo (%)
1 86.2493
2 87.0171
Porcentaje promedio 86.6332

Nota: Elaboracion propia. Por fines practicos, esta tabla s6lo muestra el porcentaje
restante de materia de la muestra. No se discrimino entre los diferentes tipos de celulosa y otros
componentes de laestructura lignocelulésica de la materia prima ya que esto no representa ningun
valor relevante para el objetivo principal.

Tabla 10. Cantidad de celulosa

No. Corrida Porcentaje Total de Celulosa
(%)
1 10.527
2 12.017
Porcentaje promedio 11.167

Nota: Elaboracién propia. ElI porcentaje de celulosa fue calculada a partir de la
metodologia mencionada en el apartado J. Esta seccion fue trabajada siguiendo la metodologia
de Van Soest junto con la metodologia de Klasson.

Tabla 11. Cantidad de hemicelulosa y otros componentes

No. Corrida Porcentaje Total de Hemicelulosa
(%0)
1 75.7223
2 75.1157
Porcentaje 75.419
promedio

Nota: Elaboracién propia. El porcentaje de hemicelulosa fue calculada a partir de la
metodologia mencionada en el apartado J. Esta seccion fue trabajada siguiendo la metodologia
de Van Soest junto con la metodologia de Klasson.
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Tabla 12. Cantidad de azucares fermentables obtenida por analisis HPLC para muestra de hidrdlisis &cida

#1
# Pico Tiempo de Ancho Area Area Nombre
Retencion (min) (min) (NRIU*s) %
1 8.627 0.000 0.000 0.000 Sacarosa
2 10.516 0.000 0.000 0.000 Glucosa
3 13.290 0.000 0.000 0.000 Fructosa

Nota: Elaboracién propia. Método para determinacion de azlcares, columnas Agilent Hi
Plex Ca 300x7.8mm, 5um, fase mdvil; agua, temperatura de 75, 55 en el detector y 25 en el

termostato del auto muestreador (tcc), 0.6 mL/minuto.

Tabla 13. Cantidad de azlcares fermentables obtenida por andlisis HPLC para muestra de hidrélisis acida

#2
# Pico Tiempo de Ancho Area Area Nombre
Retencién (min) (min) (NRIU*s) %
1 8.627 0.000 0.000 0.000 Sacarosa
2 10.516 0.000 0.000 0.000 Glucosa
3 13.290 0.000 0.000 0.000 Fructosa

Nota: Elaboracién propia. Método para determinacion de azlcares, columnas Agilent Hi
Plex Ca 300x7.8mm, 5um, fase mavil; agua, temperatura de 75, 55 en el detector y 25 en el

termostato del auto muestreador (tcc), 0.6 mL/minuto.

Tabla 14. Cantidad de azucares fermentables obtenida por analisis HPLC para muestra de hidrdlisis acida

#3
Tiempo de Ancho Area Area Nombre
# Pico Retencién (min) (min) (NRIU*s) %
1 8.627 0.000 0.000 0.000 Sacarosa
2 10.516 0.000 0.000 0.000 Glucosa
3 13.290 0.000 0.000 0.000 Fructosa

Nota: Elaboracion propia. Método para determinacidn de azUcares, columnas Agilent Hi
Plex Ca 300x7.8mm, 5um, fase mdvil; agua, temperatura de 75, 55 en el detector y 25 en el

termostato del auto muestreador (tcc), 0.6 mL/minuto.
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Tabla 15. Cantidad de azucares fermentables obtenida por analisis HPLC para muestra de hidrdlisis &cida

#4
# Pico Tiempo de Ancho Area Area Nombre
Retencion (min) (min) (NRIU*s) %
1 8.627 0.000 0.000 0.000 Sacarosa
2 10.516 0.000 0.000 0.000 Glucosa
3 13.290 0.000 0.000 0.000 Fructosa

Nota: Elaboracién propia. Método para determinacion de azlcares, columnas Agilent Hi
Plex Ca 300x7.8mm, 5um, fase movil; agua, temperatura de 75, 55 en el detector y 25 en el
termostato del auto muestreador (tcc), 0.6 mL/minuto.

Tabla 16. AzUcar presente en la muestra de hidrdlisis acida

No. De Muestra Azucar Presente
(H9)

1 0

2 0

3 0

4 0
Cantidad 0
Promedio

Nota: Elaboracion propia. El calculo de la cantidad de azlcar se realizd utilizando la
concentracion inicial de la solucién (1.15 mg/mL). Durante la hidrélisis acida de la materia se
observo una gran cantidad de materia sélida que fue descartada ya que so6lo se necesitaba el jarabe
glucosadode la solucion. En este caso el periodo catalitico dentro de la autoclave fue més de lo
propuesto en la metodologia ya que el ciclo de la misma ya estaba programado.

Tabla 17. Cantidad de azlcares fermentables obtenida por andlisis HPLC para muestra de hidrélisis
enzimética #1

# Pico Tiempo de Tipo Ancho Area Area% | Nombre
Retencion (min) (NRIU*s)
(min)
1 8.627 - - - Sacarosa
2 10.917 VBA | 2.231056e | 3.00723e”’ 6.70928 | Glucosa
7
3 13.294 - - - Fructosa

Nota: Elaboracion propia. Método para determinacion de azucares, columnas Agilent Hi
Plex Ca 300x7.8mm, 5um, fase mavil; agua, temperatura de 75, 55 en el detector y 25 en el
termostato del auto muestreador (tcc), 0.6 mL/minuto.
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Tabla 18. Cantidad de azucares fermentables obtenida por analisis HPLC para muestra de hidrolisis
enzimatica #2

# Pico Tiempode | Tipo Ancho Area Area % Nombre
Retencion (min) (nRIU*s
(min) )
1 8.627 - - - Sacarosa
2 10.917 VV | 2.17632¢’ | 3.00723e ' | 6.54469 Glucosa
3 13.294 - - - Fructosa

Nota: Elaboracion propia. Método para determinacidn de azUcares, columnas Agilent Hi
Plex Ca 300x7.8mm, 5um, fase mdvil; agua, temperatura de 75, 55 en el detector y 25 en el
termostato del auto muestreador (tcc), 0.6 mL/minuto.

Tabla 19. Cantidad de azucares fermentables obtenida por analisis HPLC para muestra de hidrolisis
enzimatica #3

# Pico Tiempo de Tipo Ancho Area Area % Nombre
Retencion (min) (NRIU*s)
(min)
1 8.627 - - - Sacarosa
2 10.917 VBA | 2.10562¢’ 3.00723¢" | 6.33100 Glucosa
3 13.294 - - - Fructosa

Nota: Elaboracién propia. Método para determinacion de azlcares, columnas Agilent Hi

Plex Ca 300x7.8mm, 5um, fase mavil; agua, temperatura de 75, 55 en el detector y 25 en el
termostato del auto muestreador (tcc), 0.6 mL/minuto.

Tabla 20. Cantidad de azucares fermentables obtenida por analisis HPLC para muestra de hidroélisis
enzimatica #4

# Pico Tiempode | Tipo Ancho Area Area % Nombre
Retencion (min) (nRIU*s)
(min)
1 8.627 - - - Sacarosa
2 10.917 VP | 2.14195¢’ | 3.00723e’ |6.44135 Glucosa
3 13.294 - - - Fructosa

Nota: Elaboracion propia. Método para determinacién de azUcares, columnas Agilent Hi
Plex Ca 300x7.8mm, 5um, fase mdvil; agua, temperatura de 75, 55 en el detector y 25 en el
termostato del auto muestreador (tcc), 0.6 mL/minuto.
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Tabla 21. Azlucar presente en la muestra de hidrolisis enzimética

No. De Muestra AzUcar Presente
(H9)

1 154.313

2 150.528

3 145.613

4 148.151
Cantidad 146.651
Promedio

Nota: Elaboracion propia. El calculo de la cantidad de azucar se realizd utilizando la
concentracion inicial de la solucién (1.15 mg/mL). En este se utiliz6 una enzima liofilizada, lo
cual ayuda a la prolongacion en el tiempo de vida de la misma. Dicha enzima fue cuidadosamente
resguardada dentro del rango de temperatura propuesto por el fabricante, lo cual permitiéque la
enzima siguiera funcionando después de mucho tiempo.

Tabla 22. Cantidad de azlcares fermentables obtenida por andlisis HPLC para muestra de hidrélisis
combinada #1

# Pico Tiempo de Tipo Ancho Area Area % Nombre
Retencion (min) (nRIU*s
(min) )
1 8.627 - - - Sacarosa
2 10.917 BB | 2.08448¢’ | 3.00723¢’ | 6.26852 Glucosa
A
3 13.294 - - - Fructosa

Nota: Elaboracién propia. Método para determinacion de azlcares, columnas Agilent Hi
Plex Ca 300x7.8mm, 5um, fase mdvil; agua, temperatura de 75, 55 en el detector y 25 en el
termostato del auto muestreador (tcc), 0.6 mL/minuto.

Tabla 23. Cantidad de azlcares fermentables obtenida por andlisis HPLC para muestra de hidrélisis
combinada #2

# Pico Tiempo de Tipo Ancho Area Area % Nombre
Retencion (min) (nRIU*s
(min) )
1 8.627 - - - Sacarosa
2 10.917 BB | 2.04212¢’ | 3.00723¢ ' | 6.14112 Glucosa
A
3 13.294 - - - Fructosa

Nota: Elaboracion propia. Método para determinacién de azUcares, columnas Agilent Hi
Plex Ca 300x7.8mm, 5um, fase mdvil; agua, temperatura de 75, 55 en el detector y 25 en el
termostato del auto muestreador (tcc), 0.6 mL/minuto.
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Tabla 24. Cantidad de azucares fermentables obtenida por analisis HPLC para muestra de hidrolisis

combinada #1

# Tiempo de Tipo Ancho Area Area % Nombre
Pico Retencion (min) (NRIU*s)
(min)
1 8.627 - - - Sacarosa
2 10.917 BBA 2.04234¢’ 3.00723¢" | 6.14180 Glucosa
3 13.294 - - - Fructosa

Nota: Elaboracion propia. Método para determinacién de azUcares, columnas Agilent Hi
Plex Ca 300x7.8mm, 5um, fase mdvil; agua, temperatura de 75, 55 en el detector y 25 en el
termostato del auto muestreador (tcc), 0.6 mL/minuto.

Tabla 25. Azlcar presente en la muestra de hidrolisis combinada

No. De Muestra

AzUcar Presente

(H9)
1 146.683
2 143.702
3 143.718
Cantidad 144.701
Promedio

Nota: Elaboracion propia. El célculo de la cantidad de azlcar se realiz6 utilizando la
concentracion inicial de la solucion (1.17 mg/mL). El pH de la solucion obtenida de la hidrolisis
acida quedo en el rangoalto del pH requerido para el funcionamiento de la enzima. En este caso no
se retird materiasélida disuelta en la solucion para que esta estuviera a disposicion de la enzima.
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IX.  ANALISIS DE RESULTADOS

Respecto al primer objetivo, se logré determinar una humedad absoluta del 80.83% con
una desviacién estandar de 1.63 y un error de 0.94. Esta humedad fue calculada con la
muestra fresca después de salir del proceso de fermentacion de cerveza. El secado de la
muestra, junto con un almacenamiento en un lugar seco y con baja presenciade oxigeno,
también prolongo el tiempo de vida de la muestra, de lo contrario la muestra hubiera seguido
con una fermentacion parcial y, posteriormente un proceso de putrefaccion.

Luego, se determind la cantidad presente de lignina (13.37%) en la muestra. Este valor
es comparable con los resultados obtenidos en los trabajos de Kanauchi, Prentice y Xiros. en
los cuales se reportaron valores del 16.8%, 9% y 11.50% de lignina, respectivamente. De esta
manera podemos denotar que la cantidad de lignina presente en la muestra utilizada esta
dentro de los valores deseados. Esto demuestra que la materia prima utilizadacontiene valores
manejables, ya que, de poseer un mayor porcentaje de lignina en su composicion, se
complicaria en gran manera el poder degradar y romper las fibras de la ligninapor lo que la
obtencidn de azlcares se veria afectada.

El proceso para la determinacion de la lignina fue repetido debido a que en la primera
ocasion no se degradd correctamente el bagazo en presencia del &cido utilizado, obteniendo
un valor fuera del rango especificado en la literatura citada. A pesar de ser un &cido
concentrado en presencia de calor, la celulosa presenté gran dificultad a la hora de su
degradacion. En la segunda ocasion, se pulverizé la muestra con mortero y pistilo para
posteriormente ser tamizada con un MESH de porosidad media-fina con el fin de utilizar un
tamafo de particula menor y, de esta manera, facilitar la hidrolizacion del producto

La principal fuente de error en la etapa del proceso de ruptura acida de las fibras fue el
tamafio de particula de la muestra inicial. Dicha muestra no fue manipulada de ninguna
manera previamente a la experimentacion por lo que la fortaleza yel gran tamafio en la
estructura molecular de la de celulosa y hemicelulosa presentes en elbagazo impidieron al
acido catalizado degradar dichas cadenas. Se recomienda la utilizaciéon de una molienda
eléctrica y un tamizador con MESH mas fino para obtener una mejor separacién y un tamafio
de particula ain mejor para el proceso en cuestion.

La resistencia molecular de la celulosa y la hemicelulosa, caracterizadas por estructuras
moleculares robustas y muy reticuladas, impidi6 que el catalizador &cido penetrara
eficazmente y fragmentara las cadenas (Sun et al., 2016). La complejidad estructural, unidaal
considerable tamafio de las fibras, actué como barrera para la accion del catalizador.
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Hay que tener en cuenta que el tipo de catalizador &cido utilizado también puede influiren
el proceso. Algunos catalizadores son mas especificos para determinadas biomoléculas o
requieren condiciones de reaccion mas precisas. Es posible que el catalizador elegido no fuera
adecuado para la degradacion de las fibras presentes en el bagazo (Zhao et al., 2019).

Durante la molienda del afrecho se observo que gran parte de la muestra no pudo ser
pulverizada debido a la molienda manual utilizada, teniendo una gran presencia de cascarasy
cubiertas de la semilla de malta. Cémo menciona Mussatto, S. en su investigacion, el afrecho
se compone principalmente de la cascara, pericarpio y cubiertas de la semilla de lacebada.
Es por ello por lo que se recomienda utilizar un método de molienda eléctrico.

Posteriormente fue calculada la cantidad de celulosa y hemicelulosa de la muestra. Por
fines practicos se determind que la experimentacion no distingue entre celulosa y sus
variantes. Se obtuvo un promedio de 11.167% con una desviacion estandar de 0.766 y un
error de 0.442 de celulosa. Este valor se compara a los valores presentes en la mayoria de los
trabajos citados, especialmente a la investigacion de Kanauchi, O. en donde el valor es de
11.9% representando Unicamente un 6.16% de error respecto al valor obtenido en estetrabajo.

También se obtuvo 75.32% de hemicelulosa, con una desviacion estdndar de 1.424 y un
error de 0.821. Nuevamente este valor se encuentra del rango esperado, siendo comparable
con los valores encontrados en la literatura de Kanauchi, O. con valoresreportados de 76.20%
respectivamente.

En este caso la celulosa (11.17%) es la materia que puede ser aprovechada para la
obtencion de glucosa fermentable mas adelante en el proceso. Cabe mencionar que el afrecho,
al ser un residuo de un proceso de fermentacidn de cerveza, es un producto degradado que
ya ha cedido sus principales caracteristicas, pero que aln posee ciertas propiedades atractivas
que pueden ser aprovechadas con el fin de obtener etanol.

En este caso se busca determinar si es viable que el afrecho sea utilizado con un segundo
proposito. Se realizo la hidrolizacidn acida de dicha materia prima y se determino que, luego
de la experimentacion y el analisis HPLC, no se obtuvieron azlcares fermentables. La falta
de resultados se atribuye a la dificultad que representa la degradacion de la lignina y la poca
selectividad que representa esta metodologia.

La hidrdlisis alcalina inicial propone poder degradar la lignina haciendo uso de hidroxido
de sodio (NaOH) y altas temperaturas (60-80 °C). Para esta experimentacion se propuso
seguir la metodologia propuesta por M. J. Taherzadeh y K. Karimi, haciendo uso de una
solucion de hidréxido diluida (IN) para evitar la pérdida de materia prima (celulosa y
hemicelulosa) que se utilizaria posteriormente en la obtencion de azlcares. La baja
concentracion de la solucion no logré degradar las fibras de lignina impidio la obtencion de
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las fibras deseadas de celulosa. Ademas, es probable que la temperatura (50°C) utilizada no
fue suficiente para poder romper las fibras de la lignina. Se recomienda hacer un estudio
puntual para encontrar el punto 6ptimo en la concentracidn, temperatura y tiempo de reaccién
del hidréxido utilizado para dicho propdsito.

En metodologias de este tipo, haciendo uso de otras materias primas como es el caso de
Espinosa, F. quien indica que, para el excedente organico del banano, “la hidrélisis alcalina
tiene problemas al trabajar con concentraciones y temperaturas elevadas, puesto que en los
resultados de la desliginifacion se evidencia que existe una pérdida excesiva de masa. Se
observa que existe una pérdida considerable de estos dos compuestos, si bien el objetivo de
la hidrolisis es la destruccion de la lignina, no es recomendable extremar las condiciones
puesto que se reduce el rendimiento de la operacion.”

En pro de disminuir la pérdida de materia prima se propuso trabajar con condiciones
menos agresivas, pero no se alcanzaron los resultados deseados por lo que podemos decirque
una hidrolisis por via &cida con un pretratamiento alcalino no representa un buen método
para dar un segundo uso a afrecho residual de un proceso cervecero. Tal como indica
Mussatto, S. “Para separar las fibras de celulosa a partir de cualquier material lignocelulésico,
es necesaria la solubilizacion de la lignina en el medio reaccional. Sin embargo, la remocion
de esas fracciones debe ocurrir sin causar degradacion de la cadenaceluldsica, para que ésta
presente caracteristicas adecuadas para su posterior utilizacion.”

Como nos indica Espinosa, F. “El modelado de la hidro6lisis de un polimero es complicado,
los factores que intervienen estan estrechamente relacionados con los materiales
lignocelulésicos como lo es tamafio, forma de particulas, y el tipo de estructura si es
proveniente de maderas blandas o duras, de la misma manera intervienen las condiciones de
la extraccidn, asi la concentracion del alcali, la temperatura, el tiempo, la agitacion, se debe
tener especial 13 cuidado con la cantidad de material, el contacto interfacial, la interferencia
con otros compuestos.” Por lo que, al no tener una metodologia optimizada para la utilizacion
de afrecho de malta es complicado obtener los resultados deseados.

El afrecho utilizado contaba con un bajo porcentaje de celulosa (11.17%) respecto a los
otros compuestos lignocelulésicos, lo cual dificulta ain mas la extraccién de azucares que
puedan ser fermentados posteriormente. En términos industriales, la utilizacién de altas
temperaturas y concentraciones representa un gasto ain mayor. Ademas, el hecho de la gran
pérdida de materia utilizable representa un bajo rendimiento por lo que no serecomienda
escalar este proceso. Se necesitaria cantidades demasiado grandes de afrechocervecero para
que un proyecto de este tipo tuviera sentido.

Otro punto que pudo haber representado una fuente de error es el acido que fue utilizado
(H2S04) ya que pueden existir acidos mas adecuados para romper las macromoléculas de la
celulosa y poder degradarlas en azucares. Este es un paso muy
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importante y que debe ser considerada ya que la eleccion de un buen acido influira en gran
manera en el rompimiento de las fibras que nos interesan.

En este caso se decidio trabajar con acido sulfurico debido a que es un &acido con alta
capacidad de deshidratacion, lo que lo hace muy efectivo para romper los enlaces
glucosidicos que unen las unidades de glucosa en la celulosa. Ademas, es un reactivo
relativamente barato y facil de obtener. EI H2SO4 puede utilizarse en una amplia gama de
condiciones de reaccién, como temperatura, presion y concentracién, lo que permite ajustar
el proceso de hidrdlisis a las necesidades especificas.

No obstante, cabe mencionar y tener en cuenta que el &cido sulfurico (H2SO4) es
corrosivo que puede dafar el equipo y ser peligroso para los trabajadores si no se manipula
adecuadamente. También, la hidrolisis acida con H>SOs puede producir subproductos
indeseables, como furfural y el acido levulinico, que pueden afectar a la calidad del producto
final.

Asi como la seleccion acertada del acido utilizado y, de la misma manera que con la
hidrélisis alcalina, Es importante investigar y definir los pardmetros éptimos de reaccion de
la hidrélisis acida (concentracion, temperatura, tiempo de reaccion, etc.) ya que la utilizacion
de condiciones bajas puede no ser suficiente para lograr la despolimerizacion dela celulosa,
pero condiciones muy severas pueden ingerir en una pérdida aun mayor de la celulosa
deseada, imposibilitando de la misma manera la obtencion de los azlcares deseados.

Uno de los cuellos de botella mas importantes en el aprovechamiento de la biomasa
lignocelulosica es la dificultad de realizar de una manera efectiva y econdmica en lahidrolisis
de la celulosa. Los enlaces B-glicosidicos de las moléculas de azucar contenidas enla celulosa
o lignocelulosa son muy fuertes, ademas, la celulosa en las materias primas se encuentra
formando una estructura de cadenas de celulosa en microfibras, que a su vez estan unidas por
numerosos puentes de hidrégeno entre ellas, lo que hace que sea muy dificil su hidroélisis
(Morales, S. 2015).

En esta ocasion el tiempo de reaccion entre el acido y el afrecho pudo haber representado
la mayor fuente de error, ya que se utiliz6 la autoclave durante unas cuantashoras a manera
de catalizar la reaccion, pero es recomendable dejar y controlar la acidez de la reaccion
durante un periodo de tiempo mas largo para asegurar una despolimerizacionmas efectiva.

Morales, S. indica que “Los métodos industriales de hidrélisis acida se agrupan en dos
tipos: los que emplean acidos concentrados (10-30%), trabajan a bajas temperaturas (170-
190°C) y mayor tiempo de residencia; y los que utilizan &cidos diluidos (1-5%), a
temperaturas mas altas (160-240°C), y tiempo de reaccion de 6-12 segundos.” ES necesario
analizar qué metodologia se acopla de mejor manera para el afrecho de malta debido a su,
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relativamente, baja concentracion de celulosa requiere de un método que sea eficiente y
efectivo.

Una importante fuente de error en esta etapa del proceso pudo ser la neutralizacién delpH
basico que se encontraba en el medio antes de comenzar con la hidrolisis acida, ya quede no
haberse neutralizado de manera correcta sera necesario afiadir mayor cantidad de acido a la
solucién para poder obtener las condiciones de operacién deseadas, lo cual repercute en
término de eficiencia y a su vez en los costos de la experimentacion.

Uno de los objetivos importantes de esta investigacion fue el uso enzimas para presentar
una alternativa en la obtencion azUcar a partir del afrecho residual obtenido de la produccion
de cerveza. Haciendo uso de la enzima comercial Sigma-Aldrich, celulasa de Trichoderma
reesei se obtuvieron resultados de 6.50658% de &rea en el analisis de HPLC. Locual nos
demuestra la efectividad de la enzima para obtener azlcares a pesar de la baja cantidad de
celulosa presente en la muestra utilizada.

La enzima utilizada demostr6 ser un método superior a la hora de obtener azlcares que
posteriormente pueden se fermentados. En promedio, se logré obtener una cantidad de
149.65ug de azlcar para una concentracion inicial de celulosa del 0.00115g/mL. La celulasa,
al ser una enzima dedicada a la obtencion de azlcares partiendo de la celulosa del medio
como fuente de materia prima gener6 mejores resultados obteniendo asi una pequefia
cantidad de aztcar. No obstante, la cantidad de azlcar obtenida fue minima lo que nos indica
gue es necesario encontrar las concentraciones adecuadas para mejorar la eficienciadel
proceso.

Es probable que utilizando una mayor concentracion sea posible obtener una mayor
cantidad de azlcar ya que se tendrd un mayor acceso a materia prima que puede
descomponerse por medio de la enzima. Ademas, el pretratamiento mecanico inicial para la
reduccion de la particula del afrecho podria realizarse con el fin de obtener una particulaain
mas pequefia. Podria tamizarse utilizando un MESH aln mas pequefio para lograr obtener un
polvo fino que pueda ser digerido mas facilmente por la enzima.

Los tratamientos bioldgicos presentan una opcion mas amigable con el ambiente e
incrementan la accesibilidad al material celuldsico favoreciendo una subsecuente hidrolisis
y/o fermentacion, sin embargo, es un proceso lento que limita su aplicacion a nivel industrial
(Hatakka, 1983). Las principales ventajas son el alto rendimiento del producto, lascondiciones
moderadas de la reaccién, la poca generacion de compuestos toxicos y una minima demanda
de energia (Kirk & Jeffries, 1996).

De ser un proyecto escalable a nivel industrial, una alternativa atractiva a la
bioconversion es la sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF), en donde las enzimas
hidroliticas y los microorganismos fermentativos estan en un mismo reactor (Chandrakant
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& Bisaria, 1998). La SSF consolida la hidrolisis de la celulosa y la fermentacion de los azlcares
en un solo paso, sin embargo, la actividad de las celulasas puede ser inhibida por productos
finales como la celobiosa y la glucosa.

En la industria, se han realizado numerosas investigaciones sobre la produccion de etanol
a partir de materiales celuldsicos, y se ha utilizado la Sacharomyses cerevisiae para expresar
genes de celulasas con el proposito de sacarificar y fermentar al mismo tiempo. Seha logrado
expresar genes que codifican para celulasas de hongos y bacterias para evaluarla hidrolisis
de varios polisacaridos en la pared celular. EI hongo ascomiceto Trichoderma reesei expresé
dos celobiohidrolasas (CBHI y CBHII) con eficacia, y se descubrié que ambasenzimas tenian
la capacidad de hidrolizar celulosa amorfa e incluso celulosa cristalina.

El mayor problema, actualmente, es que la enzima representa un costo muy elevado
respecto a la utilizacion de acidos y bases para hidrolizar los compuestos lignocelulésicos.
Esto dificulta la utilizacion de enzimas a nivel industrial.

La busqueda de mejores resultados en la extraccion de azucar de la celulosa ha llevadoa
proponer la combinacién de dos métodos: la hidrolisis acida seguida de la hidrolisis
enzimatica. Esta estrategia pretende aprovechar las ventajas de cada método para conseguir
mayores rendimientos.

Aunque la hidrolisis &cida es rapida y eficaz, no dio resultados positivos en la extraccion.
Sin embargo, la hidrolisis enzimatica posterior si logré resultados similares a la
experimentacion independiente con hidrolisis enzimatica, obteniéndose 144,70ug de azucar
para una concentracion inicial de 0,00117 g/mL de celulosa.

La ligera disminucidn de la cantidad de azlcar obtenida con la hidrélisis combinada se
atribuye a las condiciones &cidas residuales de la hidrdlisis &cida anterior, ya que el acido
presente en el medio puede afectar al pH 0ptimo para la actividad de la celulasa. Para mejorar
la eficacia de la extraccion, pueden emplearse distintas estrategias, como una mejor
neutralizacion del &cido, el uso de enzimas mas tolerantes a los acidos o la optimizacién de
las condiciones de hidrélisis.
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X. CONCLUSIONES

Se determind que el afrecho residual de cerveza utilizado se compone principalmente
de 80% malta y 20% arroz. Estructuralmente sucomposicion es de 13.4% lignina,
11.17% celulosa 'y 75.42% hemicelulosa y componentes.

Se determin6 que la humedad presente en el afrecho es de 80.83%, la cual representa
una cantidad considerable. Por ello, seconcluye que el secado es una parte primordial
del proceso, ya que, de no eliminarsela humedad, la vida util del afrecho disminuye
considerablemente y se dificulta su almacenamiento.

Se determind que el proceso de hidrolizacion de la muestra se logra de manera mas
eficiente si el afrecho es tratado por molienda y tamizado para asegurar el menor
tamarfio de particula durante el proceso. Trabajar, en la manerade lo posible, con harina
de afrecho reduce el tiempo de hidrolizacién y, por ende, aumenta la eficiencia del
proceso.

El pretratamiento alcalino con NaOH diluido no logré degradar la lignina, lo que
afecto el resultado de la hidrolisis acida con acido sulfarico diluido imposibilitando
la obtencion de azlcares fermentables. La hidrdlisis enzimatica con celulasa de
Trichoderma reesei, por otro lado, fue el método mas efectivo logrando obtener
149.65ug de azucar para una concentracion inicial de celulosa del 0.00115 g/mL. La
combinacion de hidrélisis acida e hidrolisis enzimatica no produjo resultados
significativamente mejores que la hidrolisis enzimatica sola, obteniendo 144,70ug de
azUcar para una concentracion inicial de 0,00117 g/mL de celulosa.
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XI.  RECOMENDACIONES

Se recomienda la maceracion y/o molienda de la muestra, seguido de un tamizado
para facilitar la ruptura de la celulosa con el fin de obtener un mejor resultado en los
valores de lignina presentes en la muestra durante su caracterizacion. Deesta manera,
la hidrolizacion con acido concentrado serd mas eficiente.

Se recomienda realizar una experimentacion puntual para encontrar las condiciones
maés eficientespara la hidrolizacion alcalina del material lignocelulésico para degradar
la mayor cantidad de lignina posible sin perder mucha celulosa. Se recomienda
evaluar la eficacia de una hidrolisis acida para eliminar la lignina del afrecho y
verificar si es una opcion mas efectiva en cuanto a la cantidad de celulosa obtenida.
Se recomienda evaluar las condiciones de operacion durante la hidr6lisis enziméticaa
manera de encontrar los pardmetros dptimos para que la enzima produzca la mayor
cantidad de azUcares posibles.

Se recomienda realizar un hibrido entre ambos métodos (hidrdlisis acida e hidrolisis
enzimatica), haciendo uso del pretratamiento mecanico junto con el tratamiento
alcalino, para garantizar una mejor ruptura de la lignina presente y, luego, realizar la
hidroélisis enzimética. De esta manera, se plantea una mejor obtencion deazUcares.
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Xil.  ANEXOS

En este capitulo, se presentan recursos de apoyo de la investigacidn. Primero, se proporcionan
los datos originales del afrecho utilizado como materia prima y los reactivos necesarios. Segundo,
se ilustran los resultados obtenidos en los analisis HPCL para la determinacidon de azucares

fermentables.

A. Datos Originales

Tabla 26. Peso de muestra previo a molienda.

Muestra Masa (g £0.001)
1 0.5499
2 0.5058
3 0.5337

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 27. Perdidas de masa en proceso de molienda.

Muestra Masa (g +0.001)
1 0.018
2 0.024
3 0.013

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 28. Peso de vidrios de reloj.

Muestra Masa (g
+0.001)
1 28.9232
2 28.9205
3 28.9336
Fuente: Elaboracion propia
Tabla 29. Masa de papeles filtro.
Muestra Masa (g +0.001)
1 0.2441
2 0.2396
3 0.2407

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 30. Acetato de sodio utilizado para solucién Buffer.

Muestra

Masa (g £0.001)

1

35.102

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 31. Acido acético glacial utilizado para solucion Buffer.

Muestra

Volumen (mL +0.01)

1

28.63

Fuente: Elaboracion propia
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lustracion 7. Curva de calibracion de HPLC para metodologia de azlcares

Mathod C:\HPCHEM\ 2\METHODS\AZHIPLCA.M

calibration Table

CURVA DE CALIERACION DE AZUCARES

calib. Data Modified Tuasday, March 05, 2024 11:25:40 aM
Calculate H External Standard

Based on H Peak Area

Eel. Reference Window : 5.000 %

Abs. Reference Window : 4.500 min

Eel. Mon-ref. window 5.000 %

Abs. Mon-ref. Window 0.000 min

uncalibrated pPeaks not reported

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
partial calibration H Yes, ldentified peaks are recalibrated

correct All Ret. Times: Mo, only for identified peaks
Curve Type : Linear

origin H Forced

Weight H Equal

Eecalibration Settings:

Average Besponse H Ayerage all calibraticns
Average Betention Time: Floating Average Mew 75%

calibration Report Options :
Printout of recalibrations within a seguence:
Calibration Table after Recalibration
Hormal Report after Recalibraticn
If the seguence 1s done with bracketing:
Besults of first cycle (ending previous bracket)

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal
BatTime Lwl Amount Area Aamt /Area Ref Grp Mame

[min] sig [2 (p/v)]
——————— R B D L L B B

B.627 1 1 5.00000e-1 1.10351e6 4.53098=2-7 SACAROSA
] 1.00000 1.%2504e6 5.194692-7
2 2.00000 4.42948e6 4.51520e-7
3 4. 00000 7.74296e6 5.16598=2-7

10.516 1 1 5.00000e-1 1.70114e6 2.93921e-7 GLUCOSA
4 1.00000 3.05856e6 3.26952e-7
2 2.00000 6.75370e6 2.96134e-7
3 4. 00000 1.33116e7 3.0048%9=-7

13.294 1 1 5.00000e-1 1.89700e6 2.63574e-7 FRUCTOSA
] 1.00000 3.50007e6 2.B5709e-7
2 2.00000 6.07B60e6 3.29023=2-7
3 4. 00000 1.49B829e7 2.66971e-7

Instrument * 3/5/2024 11:25:52 aM AdeM Page 1 of 3
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Method C:\HPCHEM\ 2\METHODS\AZHIPLCA.M
More compound-specific settings:

Compound: SACAROSRE
Time Window : From 7.576 min To %.676 min

Compound: GLUCOSA
Time Window : From %.69%0 min To 12.290 min

Compound: FRUCTOSA
Time Window : From 12,427 min To 16.027 min

Peak Sum Table

***No Entries in table=++

calibration Curves

Area ] SACAROSA at exp. RT: B.&27

] [:1 RID1 A, Refractiwve Index Signal
GEE correlation: 0.99843

] Besidual std. Dew.: 297276.29427
4EE Formula: ¥y = mx

] m: 1.990%5a6
2EE_ 1 ¥: Emount[% (p/v)]

0 —— y: RArea

1] 2 4

ATCRInT: ()]

Area GLUCOSA at exp. RT: 10.516
1.267 RID1 A, Refractive Index Signal
== correlation: 0.99982
3E6 3 residual std. Dev.: 166706, 20461
6EE 3 Formula: y = mx
AEE m: 3.32532e6
2663 ®: Amount [% (p/fw)]

o3 — y: RArea

1] 2 4

AMoUniTs (oA
Instrument 2 3/5/2024 11:25:52 AM AdeM Page 2 of 3
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Method C:\HPCHEM\ 2\METHODS\AZHIPLCA.M

Area-]
1.2567 3
1E7 4
T.5E5 ]
5EE 3
Z5E6

Amounifs (o]

]

FRUCTOSA at exp. RT: 13.294

RID1 A, Befractiwve Index Signal
Correlation: 0.99708
Eesidual 5td. Dew.: 734088.854520
Formula: ¥ = mx

m: 3.60176e6

®: Amount[% (p/v)]

y: Area

Instrument & 3/5/2024 11:25:5% AM AdeM
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lustracion 8. Pesado de muestra previa a la molienda realizado en balanza analitica de
Universidad del Valle de Guatemal
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lustracion 9. Pesado de muestra posterior a la molienda realizado en balanza analitica de
Universidad del Valle de Guatemal
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Ilustracion 10. Proceso de degradacion de muestra con Acido Sulfirico concentrado para la
cuantificacion de lignina realizado en Universidad del Valle de Guatema
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lustracion 11. Filtrado de muestra realizado en Universidad del Valle de Guatemala
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llustracion 12. Hidrdlisis para caracterizacion de afrecho filtrado realizado Universidad del Valle
de Guatemal
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lHustracion 13. Hidrolisis para caracterizacion de afrecho filtrado y seco realizado en balanza
analitica de Universidad del Valle de Guatemala
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lustracion 14. Hidrélisis Acida realizado Universidad del Valle de Guatemal

—
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llustracion 15. Muestra de Afrecho Molido realizado Universidad del Valle de Guatemala
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llustracion 16. Pesaje de reactivos para soluciones realizado en balanza analitica de Universidad
del Valle de Guatemala
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llustracion 17. Soluciones para Hidrdlisis Acida realizado Universidad del Valle de Guatemala
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lHustracion 18. Solucién de Afrecho hidrolizado previo al centrifugado realizado Universidad del
Valle de Guatemala
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llustracion 19. Residuos de Hidrdlisis Acida Centrifugada realizado Universidad del Valle de
Guatemala
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[lustracion 20. Muestras de Hidrdlisis Acida para Analisis HPLC realizado Universidad del Valle
de Guatemala
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llustracion 21. Grafico de Azicares Fermentables obtenido por analisis HPLC realizado en la Universidad del Valle de Guatemala para muestra de Hidrolisis Acida 1.

Data File C:WHPCHEMM\Z\DATA\INGQUIN24030404.D Sample Mame: TDEZ4034
Injection Date : 3/4/2024 5:2%:06 PM Seqg. Line : 4
Sample Hame : TDG24034 Location : wial 4
Acg. Operator 1 AdeM Inj : 1
Acg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 pl
Acg. Method 1 C:%HPCHEMY 2\ METHODSYAZHIPLCA. M
Last changed D 22602024 3:24:03 PM by AdeM
Analysis Metheod : C:\HPCHEM\2\METHODS,AZHIFLCA.M
Last changed D 3/5/2024 11:27:36 M by AdeM

(modified after loading)
Metodo para determinacion de azucares, columnas Agilent Hi1 Plex Ca 300x7.Bmm , Sum, fase movil Agua, temperatura de 75, 55 en el
detector y 25 en el termostato del avtomuestreador { tcc), 0.6 ml/minuto

RICM A, Rafrecive Indax Signal (INGOUN24020404.0)
nAL 3
10000 5 ——
hE I —
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o B 10 1E 20 25 min
External standard Report
Sorted By H Signal
calib. Data Modified : 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier H 1. 0000
Dilution : 1. 0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

EetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Hame
[min] [mRIU*=] [ (p/v)]
——————— l--—-—l-—
B.627 - - - SRCAROSA
10. 516 - - - GLUOCCSA
13,294 - - - FRUCTOSA
Totals : 0. 00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compoundi{s) not found

Instrument & 3/5/2024 11:28:04 AM AdeM Page 1 of 2
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Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\INGQUI24030404.D Sample Mame: TDEZ4034

Area Percent Report

sorted By H Signal
calib. Data Modified : 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier H 1. 0000
Diluktion H 1. 0000

Do not use Multiplier & Dilutlon Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

Peak RetTime Type wWidth Area Area Hame
+ [mim] [min] [RRIU*s] %
| | I— | = - I- -
1 8.627 0.0000 0.00000 0.0000 SACAROSA
2 10.516 0.0000 0.00000 0.0000 GLUCOSA
3 13.294 0.0000 0.00000 0.0000 FRUCTOSA
Totals : 0.00000 0.0000

Pesults obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound{s) not found

#++ End of Report ++*

Instrument 2 3/5/2024 11:28:04 AM AdeM Page 2 of 2
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llustracion 22. Grdfico de Azucares Fermentables obtenido por andlisis HPLC realizado en la Universidad del Valle de Guatemala para muestra

de Hidrolisis Acida 2
Data File C:\HPCHEM'\Z)\DATA\INGQUI24030405.D Sample Hame: TDG24035
Injection Date 3/4/2024 6:00:25 FM Seg. Line : 5
Sample Hame TDG24035 Location : vial §
Acg. Operator Adam Inj : 1
Acg. Instrument Instrument 2 In] Volume : 20 pl

C:%“HPCHEM\ 2\METHODS\AZHIPLCR. M

2/26/2024 3:24:03 PM by AdeM

C:%HPCHEM\ 2\ METHODSY AZHIPLCA. M

3/5/2024 11:27:36 AM by AdeM

(modified after loading)

Metodo para determinacion de azucares, columnas Agilent HiI Plex Ca 300x7.Bmm , Sum, fase mowil Agua, temperatura de 7%, 55 en el
detector y 25 en el termostato del automuestreador ( tcc), 0.6 ml/minuto

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

RICA A, Ralrecive Inde Signal (INGOUN24030405.0)
R
0000 -
2000
20000
—
o —
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o B 10 16 20 x5 min|
External Standard Report
Sorted By H Signal
Calib. Data Modified : 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier H 1. 0000
Dilution H 1.0000
ODo not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt/ATEa Rmount  Grp Hame
[min] [nEIU*s]) [t (p/v)]
——————— e e et e e
B.627 - - - SACAROSA
10. 516 - - - GLUOCOSA
13. 294 - - - FRUOCTOSA
Totals : 0.00000
results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :
Warning : Calibrated compound{s}) not found
Instrument z 3/5/2024 11:28:58 AM AdeM Fage 1 of 2
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Data File C:‘\HPCHEM\Z\DATA\INGQUI%24030405.D Sample Wame: TDEZ4035

Area Percent Report

Sorted By H Signal
calib. Data Modified : 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier : 1. 0000
Dilution H 1. 0000

Do not uwse Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractiwve Index Signal

Peak FetTime Type wWidth Area Area Name
* [min] [min] [nRIU*s] %
——1 | I— |— I- I- -
1 8.627 0.0000 0.00000 0.0000 SACAROSA
2 10.516 0.0000 0.00000 0.0000 GLUCOSAE
3 13,294 0.0000 0.00000 0.0000 FRUCTOSA
Totals : 0.00000 0.0000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : cCalibrated compound({s) not found

#++ End of Report ++*

Instrument 2 3/5/2024 11:28:58 AM AdeM Page 2 of 2
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llustracion 23. Grdfico de Azucares Fermentables obtenido por andlisis HPLC realizado en la Universidad del Valle de Guatemala para muestra
de Hidrolisis Acida 3.

Last changed
Analysis Method
Last changed

272602024 3:24:03 PM by AdeM

C: % HPCHEMY 2\ METHODS AZTHIPLCA. M

37542024 11:27:36 BM by AdeM

(modified after loading)

Metodo para determinacion de azucares, columnas Agilent HL Plex Ca 300x7.EBmm , 5Sum, fase movil Agua, temperatura de 75, 55 en el
detector y 25 en el termostate del awtomuestreador { tcc), 0.6 ml/minuto

Data File C:\HPCHEM'Z\DATA\INGQUIY24030406.D Sample Wame: TDGE24036
Injection Date : 3/4/2024 6:31:40 PM Seg. Line : [
Zample Hame : TDG24036 Location = wial &
Acqg. Operator @ AdeM Inj : 1
Acg. Instrument : Instrument 2 Inj volume : 20 pl
Acg. Method @ C:\HPCHEM) 2\ METHODS\AZHIPLCR. M

RICA A, Ralrecive Indax Signal (INGOUN24020406.0)

nAiL

G000 +

20000 4

] “"\-\-._\____\_
] . —
: T T T T T T T T T T T T T T T . . T T T T : : T T T :
o ] 1] 1B 20 25 mir]
External standard Report

Sorted By H 5ignal
Calib. Data Modified : 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier H 1.0000
Dilution : 1. 0000
Do not wuse Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Zignal 1: RID1 A, Befractiwve Index Signal
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name

[min] [nEIU*s] [ (p/v)]
——————— -

B.627 - - - SRCARCEAR

10. 514 - - - GLUCOSA

13. 294 - - - FRUCTOSA
Totals : 0. 00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :
Warning : Calibrated compound{s} not found

Instrument 2 3/5/2024 11:29:26 AM AdeM Fage 1 of 2
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Data File C:\HPCHEM\Z\DATANINGQUI'24030406.D

Area Percent Report

sorted By

calib. Data Modified
Multiplier

Dilution

Do not use Multiplier

B 6o owa o

5ignal
3/5/2024 11:27:30 AM
1. 0000
1. 0000
Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractiwve Index Signal

Peak RetTime Type wWidkth ATrea ATrea Name
# [min] [min] [nRIU*=] %
| | |- |=—— I- I- -
1 8.627 0.0000 0. 00000 0.0000 SACARDSA
2 10.516 0.0000 0. 00000 0.0000 GLIMOSA
3 13.294 0.0000 0. 00000 0.0000 FRUCTOSA
Totals : 0. 00000 0.0000

Results obtained with enhanced integrator!

1l Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound{s) not found

+++ End of Reporh ***

Instrument 2 3/5/2024 11:29:26 AM AdeM
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llustracion 24. Grafico de Azlicares Fermentables obtenido por analisis HPLC realizado en la Universidad del Valle de Guatemala para
muestra de Hidrolisis Acida 4.

Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\INGQUI\24030407.D Sample Name: TDGEE4037

Injection Date : 3/4, 7: Seq. Line
Sample Name 1 TDG24037 Location
Acg. Operator @ Rdem Inj

Acg. Instrument
Acg. Method
Last changed

Last changed

Instrument 2

Inj Volume

: C:\HPCHEM\ 2\METHODS\AZHIFLCA.M
D 2F26/2024 3:24:03 PM by AdeM

Analysis Methed :
1 3/5/2024 11:27:36 AM by AdeM

C:\HPCHEM\ 2\METHODS\AZHIPLCA. M

(modified after loading)

Metodo para determinacion de azucares, columnas Agilent Hi Plex Ca 300x7.8mm , 5um, fase movil Agua, temperatura de 75, 55 en el
detector y 25 en el termostato del automuestreader [ tocc), 0.6 ml/minuto
RICA A, Relracive Inoax Sgnd (INGQLIN24030407.0)
ARl ]
0000
40000
20000
o] —- —
T T T T T
1] 10 16 20 25 mir]

sorted By Signal
Calib. Data Modified 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier 1. 0000
Dilution 1. 0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp Hame

[min] [nEIU*s] [ (pfv)]
——————— |- = |

B.627 - - - SACRROSA

10. 516 - - - GLUCCSA

13. 294 - - - FRUCTCSA
Totals 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!

1 Warnings or Errors :

Warning :

Instrument 2 3/5/2024 11:29:53 AM AdeM

Calibrated compound{s}) not found

84

Fage 1 of 2



Data File C:\HPCHEM\Z\DATARWINGQUI\24030407.D Sample Mame: TDGZA037T

Area Percent Report

Sorted By H 5ignal
calib. Data Modified : 3/5/2024 11:27:30 RM
Multiplier M 1. 0000
Dilution H 1. 0000
&

Do not use Multiplier Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

Peak RetTime Type width Area Area Hame
+ [min] [min] [nRIU*s] %
—1 | I-- |- I- I- -
1 8.627 0.0000 0. 00000 0.0000 SACARDSA
2 10.516 0.0000 0.00000 0.0000 GLUICOSA
3 13,294 0.0000 0. 00000 0.0000 FRUCTOSA
Totals : 0.00000 0.0000

Results obtained with enhanced integrator!
1 wWwarnings or ECrors :

Warning : Calibrated compound{s) not found

#++ End of Report +++

Instrument 2 3/5/2024 11:29:53 AM AdeM Page 2 of 2
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lustracion 25.Grafico de Azlcares Fermentables obtenido por analisis HPLC realizado en la Universidad del Valle de Guatemala para

muestra de Hidrolisis Enzimatica 1.

Data File C:\HPCHEM\Z\DATAM\INGQUINZJ03040B.D

Sample Name:

Injection Date
Sample Name
Acg. Operater
Acqg. Instrument
Acg. Method
Last changed

Enalysis Method :

Last changed

3472024 T:34:17 PM Seq. Line : 8
TDG24038 Location 1 vizal 8
AdeM Inj : 1
Instrument 2 Inyi Volume : 20 pl

C:\HPCHEM\ 2\ METHODSY AZHIPLCA. M
2f26/2024 3:24:03 PM by AdeM
C:WHPCHEM\ 24 METHODS\ AZHIPLCA. M
3f5/2024 11:27:36 AM by AdeM
(modified after loading)

TDG2 4038

Metodo para determinacion de azucares, columnas Agilent Hi Plex Ca 300x7.EBmm , 5Sum, fase mowil Agua, temperatura de 75, 55 en el
detector yv 25 en el termostatoc del automuestreader { tcc), 0.6 ml/minuto
RICA A, Ralrecive Indac Signal (INGOUN24030408.0)
AL

150000 =

100000 ,|'|I

50000 -] _)‘/

o 1 —
T = = : T T : T T T T T T T T : T T T T T T : T T T T
1] B 10 16 20 pa il mir]
External sStandard Report

sorted By H 5ignal
Calib. Data Modified : 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier H 1. 0000
Dilution H 1. 0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt/Area amount  Grp Hame

[min] [nRIU*s] [ (p/7)]
——————— |- | | - | = |

B.627 - - - SACRROSA

10. 917 VEA 2.23105e7 3.00723e-7 6. TO%2E GLUCOSA

13. 294 - - - FRUCTCOSA
Totals 6. TO%2E

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compoundis) not found

*++* End of Report #++*

Instrument 2 3/5/2024 11:30:23 AM AdeM
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lustracion 26. Grafico de Azlcares Fermentables obtenido por analisis HPLC realizado en la Universidad del Valle de Guatemala para
muestra de Hidrolisis Enzimética 2.

Cata File C:\HPCHEM\Z\DATA\INGQUI24030406.D

Injection Date
Sample Hame

Acg. Operator
ACq.
Acg. Method
Last changed

Analysis Method

Last changed

Instrument :

3/4/2024 8:05:33 PM Seg. Line
TDG2403% Locatiaon
RdeM Inj

Instrument 2

C:\WHPCHEMY 2\ METHODS\AZHIPLCR. M
2/26/2024 3:24:03 PM by AdeM
C:\HPCHEM\ 2\ METHODS\ AZHIPLCA. M
3/5/2024 11:27:36 AM by AdeM

In] Wolume

(modified after loading)

Sample HName: TDGZ403%

Metodo para determinacion de azucares, columnas Agilent Hi Plex Ca 300x7.Bmm , Sum, fase movil Agua, temperatura de 75, 55 en el
detector y 25 en el termostato del automuestreader { toc), 0.6 ml/minuto
RID A, Ralrecive Inoax Signal (INGOLUN240204089.0)
rRIU
150000 3 g
100000 4
50000 7
o L p— T
T . T T T T . . T T T . . T T T T T T T T T T T T . T T
(] B 1 156 20 25 mir]
External Standard Report
sorted By 5ignal
calib. Data Modified 3/5/2024 11:27:30 aM
Multiplier H 1. 0000
Dilution : 1. 0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Hame
[min] [mRIU*s] [ (pfv)]
——————— el B ) e e
B.B27T - - - SACAROSA
10. 952 W 2.17€32eT 3.00723e-7 6.5446% GLUCOSA
13.294 - - - FRUCTOSA
Totals : 6.54469

results obtained with enhanced integrator!
1 warnings or Errors :

Warning : Calibrated compoundi{s) not found

o

*++ End of Report

Instrument 2 3/5/2024 11:32:05 AM AdeM
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lHustracion 27. Grafico de Azlcares Fermentables obtenido por analisis HPLC realizado en la Universidad del Valle de Guatemala para
muestra de Hidrolisis Enzimética 3.

Data Flile C:\HPCHEM\Z'\DATA\INGQUI%24030410.D Sample Name: TDGE24040
Injection Date : 3/4/2024 8:36:50 FM Seq. Line : 10
Sample Name 1 TDG24040 Location : wial 10
Acg. Operator 1 AdeM Inj : 1
Acg. Instrument : Instrument 2 Inj Wolume : 20 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\ 2\ METHODS\AZHIPLCA.M
Last changed D 2f26/2024 3:24:03 PM by AdeM
Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZHIPLCA.M
Last changed 1 3/5/2024 11:27:36 AM by AdeM

(modified after loading)
Metodo para determinacion de arucares, columnas Agilent Hi Plex Ca 300x7.8mm , 5um, fase movil Agua, temperatura de 75, 55 en el
detector y 25 en el termostate del automuestreader { toc), 0.6 ml/minuto

AID1 A, Ralracive Inoax Sgna (INGOLIN24020410.0)
nRIY
150000 =
100000 o
S0000
o L e — T
T T T T T
il B 10 16 20 25 imin
External Standard Report
sorted By H Signal
Calib. Data Meodified : 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier H 1. 0000
Dilution : 1. 0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Mame
[min] [nRIU*s] [2 (pfv)]
——————— e e Bt B el
B.627 - - - SACRROSA
11. 067 WP 2.14195e7 3.00723e-7 6.44135 GLUCOSA
13. 294 - - - FRUCTCSA
Totals : 6.44135

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound{s) not found

*++ End of Report #++

Instrument & 3/5/2024 12:50:27 PM AdeM Fage 1 of 1
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lustracion 28. Grafico de Azlcares Fermentables obtenido por analisis HPLC realizado en la Universidad del Valle de Guatemala para
muestra de Hidrolisis Enzimética 4.

Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\INGQUI\24030411.D Sample Name: TDGZ4041
Injection Date : 3/4/2024 %:08:05 PM Seg. Lime : 11
Sample Hame 1 TDG24041 Location : wvial 11
Acg. Operateor 1 RdeM Inj : 1
Acg. Instrument : Instrument 2 Inj] Volume : 20 pl
Rog. Method ! C:\HPCHEM\ 2\METHODS)\ AZHIPLCA. M
Last changed T 22672024 3:24:03 PM by AdeM
Rnalysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZHIPLCA.M
Last changed 1 3/5/2024 11:27:36 AM by AdeM

(modified after loading)
Metodo para determinacion de azucares, columnas Agilent Hi Plex Ca 300x7.8mm , Sum, fase movil Agua, temperatura de 75, 55 en el
detector y 25 en el termostato del awtomuestreadeor [ toc), 0.6 ml/minuto

RIDA A, Ralrectve Inoa Signal (INGQUN24030411.0)
nAL
150000 =
00000
50000 -
o L p—
T T T T T
i) ] 10 16 20 % mir|
External Standard Report
Sorted By H 5ignal
Calib. Data Modified : 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier H 1. 0000
Dilution H 1. 0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

retTime Type Rrea amt/Area Amount GIp Hame
[min] [nRIU*s] [# (p/v)]
——————— |- | | = = |
B. 627 - - - SACARCSA
11. 126 VEA 2.10526e7 3.00723e-7 6.33100 GLUCCSA
13,294 - - - FRUOCTCSA
Totals : 6.33100

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound{s} not found

*++* End of Report *+*

Instrument 2 3/5/2024 12:50:4% PM AdeM Fage 1 of 1
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lHustracion 29. Grafico de Azlcares Fermentables obtenido por analisis HPLC realizado en la Universidad del Valle de Guatemala para
muestra de Hidrolisis Combinada 1.

Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\INGQUI%Z24030412.D Sample Hame: TDG24042

Injection Date : 3/4/2024 %:39:25 PM Seq. Line : 12
Sample Hame 1 TDG2404% Location : wial 12
Acg. Operator 1 RdeM Inj : 1
Acg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 pl
acg. Method : C:%HPCHEM\ 2\ METHODS\AZHIPLCA.M

Last changed 1 /262024 3:24:03 PM by AdeM

Analysis Methed : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZHIPLCA.M

Last changed : 3/5/2024 11:27:36 AM by AdeM

(modified after loading)
Metodo para determinacion de azucares, columnas Agilent Hi Plex Ca 300x7.E8mm , Sum, fase movil Agua, temperatura de 75, 55 en el
detector y 25 en el termostato del automuestreador { toc), 0.6 ml/minuto
RID1 A, Ralracive Inoiax Signal (INGOUN24030412.0)

AR
150000 - /'-'

10000 ]

o iy

T T
1] ] 10 16 20 25 min}

External sStandard Report

Sorted By H 5ignal
Calib. Data Meodified : 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier H 1. 0000
Dilution H 1. 0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area amt/Area Amount Grp Hame
[min] [mRIU*s) [t (pfv)]
——————— -Gl
B. 627 - - - SACAROSA
11. 166 EBA 2.0844887 3.00723e-7 6.26852 GLUCOSA
13. 284 - - - FRUCTOSA
Totals : 6.26852

Pesults obtained with enhanced integrator!
1 Warnimgs or ECTors :

Warning : Calibrated compound{s) not found

*+*+ End of Report **«

Instrument 2 3/5/2024 12:51:24 PM AdeM Fage 1 of 1
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lustracion 30. Grafico de Azlcares Fermentables obtenido por analisis HPLC realizado en la Universidad del Valle de Guatemala para
muestra de Hidrolisis Combinada 2.

Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\INGQUI%Z24030413.D Sample MWame: TDGZ4043

Injection Date 342024 10:10:38 PM

Sample Hame 1 TDG24043 Location : wvial 13
Rcg. Operator : AdeM Inj : 1
Bcg. Instrument : Instrument 2 Ini Volume : 20 pl
Rcg. Method : C:\HPCHEM'\ 2\METHODS\AZHIPLCR.M

Last changed T 2/26/2024 3:24:03 PM by AdeM

Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZHIPLCA.M

Last changed : 3/5/2024 11:27:36 AM by AdeM

imodified after loading)

Metodo para determinacion de arucares, columnas Agilemt Hi Plex Ca 300x7.8mm , Sum, fase movil Agua, temperatura de 75, 55 en el

detector vy 25 en el termostato del automuestreador [ toc), 0.6 ml/minuto
RIDA A, Ralrectve Indax Signal (INGOLUN24020413.0)

nAIL

126000 ™
100000 I|
TEODD

50000 ] ||I

26000 vy

T T T T T
1] B 10 15 20 25 mir|

External Standard Report

Sorted By H Signal
calib. Data Modified : 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier H 1. 0000
Dilution H 1. 0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

EetTime Type Area Emt/Area Amoumnt GIp Hame
[min] [mRIU*s] [ (pfv]
——————— e I B [ B
B.627 - - - SRACARCSA
11. 180 BEA 2.04234=7 3.00723e-7 6.14180 GLUCCSA
13. 294 - - - FRUCTOSA
Totals : 6.14180

results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compoundi{s} not found

*+*+* End of Report *+*+

Instrument 2 3/5/2024 12:51:44 FM AdeM Fage 1 of 1
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lHustracion 31. Grafico de Azlcares Fermentables obtenido por analisis HPLC realizado en la Universidad del Valle de Guatemala para
muestra de Hidrolisis Combinada 3.

Last changed
Analysis Method
Last changed

202642024 3:24:03 PM by AdeM

C:\HPCHEM\ 2\ METHODSYAZHIFLCA.M

3/5/2024 11:27:36 AM by AdeM

(modified after loading)

Metodo para determinacion de azucares, columnas Agilemt H1 Plex Ca 300x7.8mm , Sum, fase movil Agua, temperatura de 75, 55 en el
detector ¥ 25 en el termostatoc del auwtomuestreader ( tcc), 0.6 ml/minuto

Data File C:\HPCHEM\2\DATA\INGQUI%24030414.D Sample Name: TDG24044
Injection Date : 3/4/2024 10:41:54 PM Seq. Line 1 14
Sample Name 1 TDG24044 Location : wial 14
Acg. Operateor : RdeM Inj : 1
Acg. Instrument : Instrument 2 Inj volume : 20 pl
Acg. Method : C:HPCHEM\ Z\METHODSZ'AZHIPLCA.M

RIDA A, Relrectve Inda Signal (INGOUN24020414.0)
nAi
126000 4 S
100000 f
TEOOD I|
50000 3
26000 _J,j
o . = ="
T T T T T
o B 10 18 20 5 mir]
External Standard Report
Sorted By H Signal
Calib. Data Modified : 3/5/2024 11:27:30 AM
Multiplier H 1. 0000
Dilution H 1. 0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID]1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area mmt/Area Amount Grp Hame
[min] [nRIU*=] [& (pfvi]
——————— |- | | |
B.627 - - - SACRROSA
11.188 BEBA 2.04212e7 3.00723e-7 6.14112 GLUOCCSA
13. 294 - - - FRUOCTOSA
Totals : 6.14112

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound{s}) not found

*++* End of Report #+~

Instrument 2 3/5/2024 12:53:00 PM AdeM Page 1 of 1
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B. Balance de masa Hidrélisis Acida

Afrecho Seco

300g

Afrecho molido

Afrecho tamizado

Molienda

Afrecho tratado
50g

209.3¢g

Afrecho tratado

h 4

h 4

Alcalinizacion

Tamizado
29768

Solucion alcalna

Hacia hirclisis acida

F

Acidificacion

Solucion Afrecho + H2504

288.548

HZ2504 5%
25mL

25mL

Autoclave

NaOH {0.1N}

10mL

Decantacion

F

10mL

Solucign alcalina + lignina
10 mL "

Solucion Afrecho + H2504

Ractor

Fy

10mL

Solucion alcalina

Cloruro de Calcio

Jarabe Glucosado

F

0.816¢g

Centrifugado
25mL

Desechos solidos

93

¥

24.7mL

h 4

Analisis HPFLC




C. Balance de masa Hidrélisis Enzimatica

Afrecho Seco

15g

Y

Afrecho molido

Malienda

Enzima Trichoderma reesei

L21mg

Solucion de Afrecho
150.3 mL

146g

Solucion de afrecho

Tamizadao

Afrecho tamizado

011g

Reactor 1

Reactor

Solucion Afrecho

150.3mL

Tween 80
0.1/

150.3mL

Analisis HPLC

Reactor

Solucion de afrecho

A 4

Reactor

Buffer de dcido acéfico glacial y acetato de sodio

Solucion
50mL

150 mL

Azida de Sodio
0.3 mL

94

Ractor

50mL

Agua Destilada
100 mL



D. Balance de masa Hidrolisis Combinada

Afrecho Seco . Molienda Afrecho maolida . Tamizado Afrecho tamizado . Mcalinizacin MadH [(0.1M)
3008 2993 ¢ 29768 10 mL
Solucion alcalina
10mL
Héacia hirdlisis acida [+ Afrecho tratado Decantacidn + Solucion alcalna Ractor e Clomuro de Calelo
288.54F 10 mL 0.816F
Afrecho tratado
S0g
Y
Solucian alcalina + lignina
Acidificacin Solucion Afrecho + H2504 10 mL NaoH
25 mlL 1028
H2504 5%
25 mL Solucidn Afrecho + H2504 ) Solucian acida de afecho Meutralizacion
Autoclave » Cenfrifugado
25mL 24.7mL (pH 4.5-5.5)
Solucion acida de afecho
24.7 mL
Anilisis HPLG . Solucidn Glucosada Hidrélisis enzimatica b Enzima Trichoderma reesei
24,3 mL 0.5g
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E. Caélculo de muestra

Célculo de Lignina

[(Pr) -~ (Po)] _

%Lignina = 5 100
0
Pr= peso de residuos secos
Po= peso de muestra original
o 21.5502g — 1.5
%Lignina = 1t * 100 = 13.3668%

*Se utilizé la misma férmula para el calculo de las otras muestras

Célculo de fibra detergente neutra (FDN)

P1—- Po) —(P2—- Po
%FDN = ( )—( )

Pm + 100

Pm= peso de muestra seca
Po= peso del crisol tarado
P1= peso del crisol + FDN
secaP2= peso del crisol +
cenizas

(27.778g — 22.1572g) — (26.2787g — 22.1572g)
1.5g

%FDN = 99.953%

%FDN = * 100
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*Se utiliz6 la misma formula para el calculo del %FDA

Calculo de la hemicelulosa
Hemicelulosa = FDN — FDA
Hemicelulosa = 99.953 —24.534 = 75.42%

*Se utilizé la misma férmula para el calculo de las otras muestras

Célculo de la celulosa
Celulosa = FDN — Hemicelulosa — Lignina
Celulosa =99.953% — 75.419% — 13.3668% = 11.1672%

*Se utilizé la misma férmula para el calculo de las otras muestras

Célculo de azucares presentes en la muestra

; m
Concentracion total = —

v
y 0.115g g
Concentracion total = 100mL =0.00115 -
1000mg
0.00115-L « (——Zy=115 9
mL 1lg mL

Concentracién de azlcar = %de area * Concentracion total

i . _ mg mg
Concentracidn de azUcar = 6.70928% * 1.15 —= =7.715672 —=
rI? mL

Masa de azUcar = Concentracion de azUcar * VolUmen inyectado

myg
Masa de azUcar = 7.715672 L * 20 uL = 154.31344 ug
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*Este método se utilizo para calcular todas las concentraciones de azlcar de los diferentes
resultados de los analisis de HPLC.

Calculo de la cantidad de enzima necesaria

Cantidad de celulosa en muestra = 50g * 11% = 5.5g

U
Actividad deseada por gramo = 1 — = 1000 —

mg g
U

Actividad enzimética = 5.5g * 1000 — = 5500 U
g

5500 U = 1000 = 5,500,000 mU

5,500,000mU
Masa de afrecho = — %0 - 550 mg

10m_g
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XIV.  GLOSARIO

Afrecho: también conocido como salvado, es la capa externa del grano de cereal que se
separa durante el proceso de molienda. A pesar de eliminarse en la produccion de harina
refinada, el afrecho tiene un alto valor nutritivo y diversas aplicaciones que lo convierten
en un aliado para la salud. Es una fuente de fibra dietética, vitaminas del grupo B, minerales
(como hierro, magnesio y fosforo) y antioxidantes. Su consumo regular proporciona
beneficios como la mejora del transito intestinal, el control del peso, la saludcardiovascular
y la prevencion de enfermedades como la diabetes tipo 2, algunos tipos de cancer y
enfermedades inflamatorias. El salvado puede incorporarse a la dieta de varias formas:
afiadirse al pan, las galletas, los pasteles, los cereales, el yogur, los batidos o incluso las
sopas. También puede utilizarse como exfoliante para la pielo como abono natural para las
plantas.

Polimero: molécula grande formada por unidades repetitivas de moléculas mas pequefias,
Ilamadas mondmeros. Los polimeros pueden ser naturales, como las proteinas y los
polisacaridos, o sintéticos, como el nylon y el polietileno.

Despolimerizacion: proceso quimico por el cual un polimero se descompone en sus
mondmeros constituyentes. Puede ocurrir por diversos medios, como la hidrdlisis, la
oxidacion o la termolisis.

Celulasas: conjunto complejo de enzimas que desempefian un papel fundamentalen la
degradacion de la celulosa. Estas enzimas se encuentran en una gran variedad de
organismos, como hongos, bacterias y algunas plantas. Su funcién principal es
descomponer la celulosa, en moléculas de glucosa méas pequerfias. Este proceso, conocido
como celuldlisis, es esencial para diversos procesos biol6gicos, como la digestién en los
animales herbivoros y el reciclaje de la materia organica en la naturaleza.

Xilanasas: grupo de enzimas presentes en hongos y bacterias que descomponen las paredes
celulares de las plantas. Su funcion especifica es degradar el xilano, un tipo dehemicelulosa
presente en las estructuras vegetales. El proceso de descomposicion se produce mediante
la fragmentacion del xilano en moléculas méas pequefias de xilosa. Lasxilanasas tienen
diversas aplicaciones industriales, como el blanqueo de la pasta en la fabricacion de papel,
la mejora de la digestibilidad de los piensos y la produccién de biocombustibles.

HPLC: siglas de (high performance liquid chromatography) (Cromatografia Liquida de
Alta Presion). Es una técnica analitica que se utiliza para separar, identificar y cuantificar
los componentes de una mezcla. Se basa en la interaccion de los componentes de la mezcla
con una fase estacionaria y una fase movil.
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7.

10.

11.

12.

Deslignificacion: proceso por el cual se elimina la lignina de un material vegetal. La lignina
es un polimero complejo que se encuentra en las paredes celulares de las plantas
proporcionandoles rigidez y resistencia. Se puede realizar por diversos medios, como el
uso de productos quimicos, enzimas o calor.

Celobiohidrolasas: enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces -1,4-glucosidicos en
las celobiosas, que son disacaridos formados por dos moléculas de glucosa. Las
celobiohidrolasas son importantes en la digestion de la celulosa.

Sacarificar: convertir un polisacarido en azlcares simples, como la glucosa o la fructosa.
La sacarificacion se puede realizar por diversos medios, como la hidrdlisis &cida o
enzimatica

Furfural: compuesto orgénico heterociclico de cinco carbonos con un grupo aldehido. Se
produce por la deshidratacion de azucares pentosas, como la xilosa y la arabinosa. Se utiliza
como materia prima para la produccion de diversos productos quimicos, como el
furfuraldehido y el &cido furénico.

Acido levulinico: compuesto organico de cinco carbonos con un grupo carboxilo y un
grupo cetona. Se produce por la deshidratacion de lafructosay se utilizacomo materia prima
para diversos productos quimicos, como el acido 2,5-dihidrolevulinico y el &cido y-
valerolactona.

Solucion Buffer: también conocidas como soluciones amortiguadoras o tampon, son
mezclas de dos o mas sustancias quimicas que tienen la capacidad de mantener un pH
relativamente constante dentro de un intervalo especifico, incluso cuando se afaden
pequefias cantidades de &cidos o bases fuertes. Estas soluciones estdn compuestas por un
acido débil y su base conjugada. El acido débil se disocia parcialmente en el agua, liberando
iones H+, mientras que la base conjugada se forma al perder un proton (H+) delacido. Las
soluciones tampon funcionan gracias al equilibrio establecido entre el acido débil y su base
conjugada. Cuando se afiade un &cido fuerte a la solucion, reacciona con la base conjugada,
consumiendo los iones H+ y evitando que el pH cambie significativamente. Del mismo
modo, si se afiade una base fuerte, reaccionara con el acido debil, liberando H+ y
manteniendo el pH dentro del intervalo deseado.
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