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RESUMEN

En el presente estudio, se tuvo como objetivo principal evaluar la produccion de glucosa en
funcidén de tres concentraciones de hidrolizado alcalino (2%,3.5% y 5%) de cascaras de
naranja (Citrus sinensis) tratadas con celulasas comerciales (5% p/v segun ficha técnica
del comerciante) y diferentes temperaturas (40°C, 45°C y 50°C). El disefio experimental
consta de 9 experimentos, con dos variables dependientes (produccion de glucosa y
temperatura) y una variable independiente (concentracién de cascara de naranja). En la
primera etapa, las cascaras de naranja fueron introducidas dentro de cuatro botellas de
vidrio de 250 mL, estas se sometieron a una hidrolisis alcalina empleando NaOH al 8%
durante 60 minutos a una temperatura de 120°C en autoclave, el objetivo de la presente
etapa es disminuir la concentracién de lignina y asi facilitar la interaccion entre la celulosa
y celulasas comerciales. En la segunda etapa, determinado por la hidrolisis enzimatica, se
uso la celulosa comercial al 5% p/v por 24 hrs a 120 rpm en shaker. Se procedieron hacer
muestreos de 2 mL a diferentes tiempos (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 y 24 horas),
posteriormente se realizo la centrifugacion de muestras a 5000 rpm por 15 min. Al finalizar
la hidrolisis se cuantifico la produccién de glucosa por el método DNS en espectrofotdmetro
a 505 nm. El uso de la cascara de naranja como sustrato es una alternativa frente a la alta
demanda de consumo de glucosa en alimentos envasadas, dandole un valor agregado y
mejorando la sostenibilidad ambiental. Finalmente, con las graficas de produccion de
glucosa se logré demostrar que la hipotesis planteada sobre el mejor rendimiento de
produccion de glucosa es adecuada bajo las condiciones de temperatura 45°C con 3.5%
de concentracion de cascaras de naranja pretratadas obteniendo 1.2g/L. Cada muestra
procesada se realizé por triplicado, los datos que se recolectaron de las respuestas del
disefo experimental factorial 32 aplicado en este trabajo fueron evaluados mediante un
analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia menor al 0.5; dichos calculos se
realizaran empleando el software IBM SPSS version 27 con un nivel de confianza del 95

%, Los resultados segun el analisis ANOVA fueron los siguientes: la concentracién de
cascara de naranja tuvo un efecto significativo sobre la produccién de glucosa (p < 0.05),

mientras que la temperatura no presento efecto significativo (p = 0.288).
Palabras claves: Glucosa; hidrolisis alcalina; hidrolisis enzimatica; celulasa; cascaras de naranja.
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ABSTRACT

In the present study, the main objective was to evaluate glucose production as a function of
three concentrations of alkaline hydrolysate (2%, 3.5% and 5%) of orange peels (Citrus
sinensis) treated with commercial cellulases (5% w / v according to the merchant's technical
sheet) and different temperatures (40 ° C, 45 ° C and 50 ° C). The experimental design
consists of 9 experiments, with two dependent variables (glucose production and
temperature) and one independent variable (orange peel concentration). In the first stage,
the orange peels were introduced into four 250 mL glass bottles, these were subjected to
alkaline hydrolysis using 8% NaOH for 60 minutes at a temperature of 120 ° C in an
autoclave, the objective of this stage is; to reduce the concentration of lignin and thus
facilitate the interaction between cellulose and commercial cellulases. In the second stage,
determined by enzymatic hydrolysis, commercial cellulose was used at 5% w/v for 24 hrs at
120 rpm in a shaker. 2 mL samples were taken at different times (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21
and 24 hours), subsequently the samples were centrifuged at 5000 rpm for 15 min. At the
end of the hydrolysis, glucose production was quantified by the DNS method in a
spectrophotometer at 505 nm. The use of orange peel as a substrate is an alternative to the
high demand for glucose consumption in packaged foods, giving it added value and
improving environmental sustainability. Finally, with the glucose production graphs it was
possible to demonstrate that the hypothesis proposed about the best glucose production
yield is adequate under the conditions of 45 ° C with 3.5% concentration of pretreated
orange peels, obtaining 1.2 g / L. Each sample processed was done in triplicate. The data
collected from the responses of the 32-factor experimental design applied in this work were
evaluated by means of an analysis of variance (ANOVA) with a significance level less than
0.5; these calculations will be performed using IBM SPSS version 27 software with a
confidence level of 95%. The results according to the ANOVA analysis were as follows: the
concentration of orange peel had a significant effect on glucose production (p < 0.05), while

temperature had no significant effect (p = 0.288).

Keywords: Glucose; alkaline hydrolysis; enzymatic hydrolysis; cellulase; orange peles.



l. INTRODUCCION

1.1. Descripciony formulacion del problema.

En el 2022, la produccién de naranja en nuestro pais fue de 591 mil toneladas; siendo Junin
(51% de participacion), San Martin (15%), Lima (6,1%) e Ica (5,5%) las principales zonas
productoras segun el informe del MIDAGRI 019-2023. Estos son exportados e importados
en el pais para distintos tipos de negocios con diferentes destinos de los cuales sobresalta
la produccién de jugo de naranja. De esta forma, cada afo se generan toneladas de
residuos agricolas como las cascaras de naranja desechadas por pequefos comercios y

grandes industrias.

Debido a los sucesos mencionados, se planted la idea de utilizar material de desecho de
asequible obtencion y muy copioso, en este caso, cascaras de naranja, con el objetivo de

producir glucosa, compuesto de gran interés en la industria alimentaria.

Dandose este panorama, se requiere buscar alternativas biotecnoldgicas que permitan la
transformacion de estos residuos agricolas a azucares fermentables. Por medio de la
aplicacion de hidrolisis alcalina e hidrolisis enzimatica bajo ciertas condiciones biocataliticas

(concentracion y temperatura) apropiadas para un adecuado rendimiento.

En el trabajo de Cenicana (Cenicafa et al.,2007) se determin6 parametros experimentales
a través de modelos cinéticos (modelo de Michaelis-Menten) usando hidrdlisis enzimatica
empleando residuos organicos como sustrato. La disposicion de materia organica
celulésica en modo de residuos agroindustriales nos afianza sustrato en abundancia y

austero.

La meta es evaluar la produccién de glucosa a partir de diferentes concentraciones de
hidrolizado alcalino de cascaras de naranja previamente tratadas con celulasas
comerciales a diferentes niveles de temperaturas. Se trabajo con estas variables debido a
gue el monitoreo de estas mismas es de facil acceso, no se requiere de un laboratorio

complejo y tampoco el uso de EPPS (equipo de proteccién personal).



Se utilizo la cascara de naranja como sustrato debido a que es un material de desecho de
asequible obtencién y muy copioso en los centros de abastos ademas de contener una
importante cantidad de biomasa lignocelulosa (celulosa, lignina y hemicelulosa) en
comparacion a otros citricos (mandarina y/o limén), con el objetivo de producir glucosa,

compuesto de gran interés en la industria alimentaria.

Por lo consiguiente, planteamos la siguiente pregunta ;Cual de las tres concentraciones
(2%, 3.5% y 5%) de hidrolizado alcalino de cascaras de naranja (citrus sinensis) tratadas
con celulasas comerciales al 5% a diferentes temperaturas (40°C, 45°C y 50°C) permitiran
obtener una mayor produccion de glucosa?

1.2. Objetivos de lainvestigacion:

1.2.1. Objetivo general:

¢ Evaluar la produccion de glucosa a partir de tres concentraciones (2%, 3.5% y 5%) de
hidrolizado alcalino de cascaras de naranja (citrus sinensis) tratado con celulasas

comerciales al 5% y diferentes temperaturas (40°C, 45°C y 50°C).

1.2.2. Objetivos especificos:

e [dentificar parametros fisicos a cascaras de naranja (humedad, cenizas, pH, Brix,

lignina y grasas) como etapa previa al pretratamiento alcalino.

e Determinar la mejor concentracion cascaras de naranja pretratadas y temperatura de
reaccion enzimatica con celulasa, empleando el método DNS como indicador en

espectrofotometro.

e Determinar los parametros cinéticos de la reaccion enzimatica (Km y Vmax) mediante
el modelo de Michaelis-Menten, en condiciones Optimas de temperatura vy

concentracion.

1.3. Formulacién de hipoétesis:

El tratamiento de cascaras de naranja (Citrus sinensis) con celulasas comerciales al 5%
bajo diferentes concentraciones de hidrolizado alcalino (2%, 3.5% y 5%) y temperaturas
(40°C, 45°C y 50°C), influye significativamente en la produccién de glucosa, esperandose
un mayor rendimiento en condiciones intermedias de concentracidn y temperatura.
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1.4. Justificacidén e importancia:

La razén esencial del presente trabajo de investigacién recae en la valorizacion de la
cascara de naranja (Citrus sinensis), en el aspecto ambiental consta en parte del problema
de la contaminacion por el arrojo de residuos solidos organicos, la descomposicion de estas
genera gases como por ejemplo CO2 y CH4 sumado de una pestilencia al entorno y la

propagacion de vectores, tal caso la mosca (Musca domestica).

En el presente trabajo de investigacion, la cascara de naranja fue sometida a un proceso
de hidrolisis alcalina e hidrolisis enzimatica con el objetivo de obtener glucosa. Mediante

los procesos mencionados, logramos nuevas de alternativas de solucion ambiental.

En el aspecto social estamos contribuyendo en la investigacion empleando cascara de
naranja como sustrato, material organico cuantioso en compuesto lignocelulésico,
otorgandole un valor agregado con el fin de obtener glucosa (postura econdmica),
componente esencial y altamente requerido en productos envasados debido a su bajo
costo, mejora la textura y el sabor de los alimentos. En este trabajo se usara la enzima
celulasa; la cual, ayudara al proceso de obtencioén del producto glucosa. Esta enzima se
puede obtener de microorganismos que nos brinden procesos mas rapidos y con mayor

rendimiento.



Il MARCO TEORICO:
2.1. Antecedentes.

Para Chico y Sandoval (2015), su objetivo fue definir concentraciones de enzimas [3-
Glucosidasa y celulasas con el fin de adquirir azucares fermentables partiendo de cascarilla
de arroz como sustrato. Las cascarillas de arroz fueron pretratadas con NaOH al 8% por
un espacio de 85 minutos en autoclave a 121°C con el propdsito de reducir el porcentaje
de lignina de la capa superficial de cascarilla de arroz. En la siguiente etapa, referente a la
hidrolisis enzimatica, se us6 enzima celulasa (1%-5%) y enzima B-Glucosidasa (0.2%-
0.6%), dichas enzimas trabajan de modo paralelo en cada medio de reaccidn, se ejecutaron
12 tratamientos por un espacio de 48 horas. Al finalizar el proceso de hidrolisis se cuantifico
los azucares reductores por el método DNS y analisis estadistico. Dando como resultado
las condiciones Optimas de hidrolisis; celulasa al 5% y enzima B-Glucosidasa al 0.2% a una
temperatura de 45°C. La cuantificacion de azucares reductores por DNS son las siguientes:

8.99¢/L para glucosa y 2.83g/L para xilosa. Los valores mostrados reflejan las condiciones

optimas del ensayo experimental indicando una alta afinidad de la enzima por el sustrato y

una proporcién baja de reactividad.

Autores como Alikasturi, A. S., Shaharuddin, S., Anuar, M. R., Mohamad Radzi, A. R., Mohd
Asnawi, A. S. F., Husin, A. N., Aswandi, N. A., & Mustapha, A. |. (2018), extrajeron glucosa
mediante hidrolisis alcalina partiendo de tres variedades de cascaras de fruta, pifia (Ananas
Comosus), mango (Mangifera Indica) y platano (Musa Sapientum), con el fin de comparar
el porcentaje de extraccion de glucosa entre dichas cascaras de frutas, cabe mencionar
que existe abundancia de desechos lignocelulésicos en Asia debido a la crecida de areas
agricolas. El tratamiento alcalino se empled con el objetivo de eliminar la lignina presente
en la pared celular de los tejidos vegetales, antes de ello se realizé un pretratamiento a las
muestras (lavado con disolventes inertes). El proceso inicia mezclando las muestras de
manera individual a diferentes concentraciones de NaOH (1%, 2% y 3%) y una
concentracion de sustrato (1, 2, 3 gr) a una temperatura de 80°C por un espacio de 12
horas, pasado dicho tiempo las muestras se agitaron a 700 rpm. Se dio paso a la
neutralizacion, filtracion y se finalizé con un andlisis por medio de un espectroscopio UV-
Vis a una longitud de onda de 265 nm. Dando como resultado que la mayor incidencia en
extraccion de glucosa proviene de la cascara de mango (4.752 mg/mL) al 2% de NaOH con
6



3 gr de sustrato, sucesivamente mencionar a la cascara de platano (3.824 mg/mL) y a la
cascara de pifa (2.179 mg/mL) a una proporcion de 3% de NaOH con 2 gr de sustrato
ambas respectivamente. Por otra parte, la menor concentracion de glucosa extraida fue de
la cascara de pifia (0.992 mg/mL) a 1% de NaOH con 1gr de sustrato. Esto indica que la
concentracion de glucosa extraida depende del aumento en concentracién de sustrato y
NaOH.

Asi mismos autores como Alcantara y Correa (2018), evaluaron el efecto que tiene la
temperatura en el pretratamiento bioldgico del bagazo de cafa de azucar (Saccharum
officinarum) en fermentacidbn sumergida con Pleurotus ostreatus en fermentacion
sumergida, y asi conocer la sintesis de celulasas por Trichoderma harzianum; el cual,
estuvo cultivado en placa. Realizaron esta investigacion con 4 temperaturas (26°C, 28°C,
30°C y 32°C), luego, recuperaron el bagazo y emplearon como fuente de carbono para la
sinterizacion de las enzimas deseadas cultivados en placa. Obteniendo finalmente que a

30°C se logré mayor actividad enzimatica y sintesis de celulasas (1.726+0.030 U/mL).

Autores como Ali, N., Che Aziz, C. A., & Hassan, O. (2015) tuvieron como objetivo en su
estudio, determinar la cantidad de glucosa extraida a partir de la pulpa de coco y racimos
vacios de esta misma por medio de hidrolisis acida. En la etapa de pretratamiento con
hidréxido de sodio se llevé mediante diferentes concentraciones (5%, 10%, 15%, 20% v/v)
por un espacio de tiempo de 2 horas a 70°C. La determinacion del pretratamiento optimo
se da por medio del analisis de infrarrojos, método de Fourier (FTIR). Segun ello se
determiné que el tratamiento optimo y/o ideal es al 20% v/v de NaOH. Por consiguiente, las
muestras optimas se hidrolizaron a concentraciones de 5%, 10%, 15% y 20% de acido
sulfurico con variadas temperaturas de 30°C, 50°C, 70°C y 90°C por un espacio de 2 horas
para luego ser centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos, dicha concentracién de glucosa
se analiz6 empleando un espectrofotbmetro. A continuacion, se menciona las
concentraciones altas de glucosa, obteniendo un 0.895 g/L para la pulpa de cocoy 0.550
g/L para el racimo vacio de coco respectivamente, con una concentracion del 20% v/v con

una temperatura ideal de 90°C.



Para Sanchez y Vazquez (2017), su objetivo fue evaluar el efecto que ocasiona la hidrolisis
acida en las cascaras de naranja (Citrus sinensis); y asi, convertir la celulosa en
carbohidratos reductores; en ello, utilizaron acido sulfarico 0.25-1.0 %v/v, 110-125 °C, y
tiempos de 10-30 min. Continuando con su procedimiento; el cual, dispusieron del analisis
bromatoldgico resultando las siguientes cantidades: celulosa (9.93%p/p), hemicelulosa
(26.45%pl/p), lignina (2.81%p/p) y proteina (7.59%p/p). Asi mismo, para observar cualquier
modificacion fisica o estructural por el proceso de la hidrélisis, emplearon el analisis por
microscopia electronica de barrido (SEM) y espectroscopia infrarroja (FT-IR) de la
biomasa. Finalmente, para la determinacion de azucares se ejecutd el analisis por
fotocolorimetria y acido dinitrosalicilico (DNS), concluyen con resultados eficientes de acido
sulfurico 0.50 y 0.75 % durante 30 min. de reaccion a 125 °C, obteniéndose como maximo

0.38 gr de AR/gr biomasa seca.

Asimismo, existen autores con el mismo objetivo de aprovechar los recursos; por ejemplo,
en México — Durango, poseen este abundante aserrin de madera (pino); por ello, Lopez et
al. (2009), realizaron como pretratamiento el método alcalino, acido y explosion con vapor
a 121°C (temperatura de autoclave); por consiguiente, utilizando la hidrélisis enzimatica,
con el fin de recuperar los azucares que posee esta materia prima, inicié con NaOH 8% a
120°C por 60 min., obteniendo mejores resultados a comparacion de los otros
pretratamientos de acido sulfurico diluido 2% o por explosion a vapor, para esta
optimizacién emplearon superficie de respuesta. Finalmente, obtuvieron 48% de azucares
reductores con 4.5 de pH por 240 hrs y con hidrélisis enzimatica 25 UPF/g de carbohidratos
totales. Haciendo que estos resultados sean eficientes para el aprovechamiento de esta
materia prima.

2.2. Marco conceptual.

2.2.1. Naranja blanca (citrus sinensis).

La naranja blanca (Citrus sinensis) perteneciente a la familia de Rutacea es una fruta citrica
de alto contenido lignocelulésico, utilizada como materia prima en este estudio por su
disponibilidad y composicién estructural. Es un arbol de tamafno entre los 3 y 10 metros de
alto, muy sensible a las bajas temperaturas (no menor a 10°C) y con una alta demanda de

agua (20L de agua por dia en temporada de calor) y luz (10,000 y 40,000 Ix), para poder
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florecer y producir sus frutos. Posee hojas amplias y espinas; por lo general, en los primeros
meses del afio, mayormente en el mes de marzo empieza la brotacién y floracion, donde
usualmente son los meses que se presentan mayor aumento de temperatura. Las flores,
también llamadas “Azahar,” son muy populares por su agradable aroma y se pueden
encontrar tanto solas como agrupadas, rodeadas o no por hojas y en particular las que
presentan forma acampanada son las que mejores frutos producen. Se nombrd naranja
blanca para diferenciarlas de las variedades Navel o de las de sangre. Las principales
caracteristicas son la carencia de ombligo en sus frutos, una acidez inferior (1.3%-1.9%
acides titulable) a las de otros grupos de variedades y la ausencia de sabor amargo en su
zumo. Las cascaras de los citricos suelen representar mas del 50% del peso de la fruta.
(Tejada, et al 2010).

Tabla 01. Caracterizacion fisicoquimica de liméon (Citrus limén), mandarina (Citrus

reticulata) y naranja (Citrus sinensis).

Humedad Celulosa Hemicelulosa Lignina

PIOMASE @ o Q@
Limén 79,0 21,6 6,0 8,9
Mandarina 77,5 20,2 7,8 9,1
Naranja 69,4 23,5 10,4 7,6

Nota. La tabla detalla la composicion quimica de los principales citricos comercializados
en el Peru. Tomado de Tejeda (2014).

2.2.2. Biomasa lignocelulédsica.

La lignocelulosa se encuentra presente dentro de la estructura de la pared celular de las
plantas, esta es la fuente de carbono renovable mas prometedora para solucionar los
problemas actuales de energia y materias primas como por ejemplo la contaminacion y

agotamiento de recursos (Alvarez et al, 2012)
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Para el aprovechamiento del material lignocelulésico se requiere métodos de
fraccionamiento de sus compuestos estructurales principales (como lo son la celulosa,
hemicelulosa y lignina). A continuacion, se presenta los siguientes métodos: método de
hidrdlisis, consiste en el uso de enzimas o acidos empleadas en el tratamiento de material
lignoceluldsico, extrayendo la celulosa para convertirse en azucares fermentables, el éxito
de ello dependera de ciertas condiciones éptimas (concentracion, temperatura y pH). Por
ultimo, el método de lignificacidn, referido al método o técnica por el cual se localiza,
examina o induce la lignificacién, comprendido como la sintesis de lignina, parte

fundamental de las paredes celulares de plantas. (Barroso, 2010)

2.2.3. Celulosa.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la celulosa estan regidas por su estructura molecular
y conducta frente a su entorno de acuerdo a patrones fisicos y quimicos, la celulosa consta
de una composicion quimica (polisacarido constituido por uniones de glucosa a través de
enlaces B (1—4)). La celulosa es la sustancia que se encuentra con mas habitualidad en la
estructura de las paredes de la célula vegetales. Presenta varios usos segun su
tratamiento, entre ellos destacan la fabricacion de explosivos (el mas conocido es la
nitrocelulosa o "podlvora para armas"), celuloide, seda artificial, barnices y se utiliza como
aislamiento térmico y acustico, como producto derivado del papel reciclado triturado.
(Young, Rowell 1986).

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

2.2.4. Hemicelulosa.

Las hemicelulosas son polisacaridos compuestos por mas de un tipo de azucar de cadenas

cortas, que contienen azucares como hexosas, pentosas y dependiendo de la planta de las

gue provenga, que se relacionan de manera cercana tanto con la lignina como con la

celulosa. Los polimeros principales que se pueden encontrar son: xilosa, arabinosa,

galactosa, glucosa y acido glucuronico; que forman una cadena ramificada. (Olvera, 2003)
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2.2.5. Lignina.

La lignina es un compuesto que repele sustancias liquidas como por ejemplo el agua,
caracteristica muy usual en los compuestos aromaticos. Por ello, no puede ser disuelto en
un medio acuoso, a menos que se coloquen en su estructura grupos polares opuestos
mediante reacciones quimicas. Este procedimiento se lleva a cabo en ocasiones, haciendo
reaccionar la lignina con compuestos derivados del azufre, que introducen sustituyentes
sulfonados en la estructura de la lignina, haciéndola entonces soluble (Chiaramonti, et al
2012).

La lignina cumple con tres funciones especificas: Proteger a la celulosa del ataque
microbiano, conferir resistencia e impermeabilidad al material y mantener unidas las fibras

celulosicas.

Chiaramonti, et al 2012, argumentaron que es necesario eliminar la lignina para la
preservacion de polisacaridos como hemicelulosa y celulosa porque de alli provienen los
azucares reductores, ya que son los mejores indicadores de la degradacién y conversion

del tejido vegetal a azucares fermentables.

La deslignificacion consiste en una fraccion muy importante que afecta directamente en el
rendimiento de azucares, Salcedo (2013) determino la influencia de contenido de lignina
con respecto a la facultad de hidrolizar los sustratos para las diferentes enzimas, dando
como idea general que la lignina puede comportarse como un inhibidor en la reaccion de
hidrolisis enzimatica de los residuos organicos, debido a esto es necesario el empleo de
pretratamientos efectivos: la cascara de naranja presenta en su matriz una serie de
compuestos lignoceluldsicos que requieren ser deslignificadas a través de diversos
mecanismos, por ejemplo el alcalino usando NaOH, la cual actua rompiendo los enlaces
hemicelulosa-lignina, generando una reduccion en la capacidad de lignina y hemicelulosa
de la biomasa pretratada, este procedimiento conlleva a la alteracién de la estructura de la
lignina residual por ende aumentando el nivel o capacidad de porosidad en la superficie
interior de la biomasa, de manera particular cae el nivel de cristalinidad de la celulosa
adecuando la penetracidn de las particulas de agua en el interior de las capas de agua en

la biomasa: generando una ayuda al momento de ocurrir la interaccion de biomasa con
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enzima celulasas (Silverstein et al.,2007). En el presente trabajo de investigacion se adecuo
al uso de un pretratamiento alcalino ya que por bibliografia resulta mucho mas ventajoso
debido a la generacion de azucares reductores y lo adecuado que resulta en la separacion

de biomasa con el producto.

2.2.6. Pretratamiento quimico.

El propdsito de un pretratamiento es realizar la preparacion de la materia prima, para
maximizar el aprovechamiento y eficiencia en la etapa de hidrdlisis enzimatica sobre las
cascaras de naranja. El principal objetivo del pretratamiento es eliminar la lignina,
separandose de la hemicelulosa, reducir la regién cristalina de la celulosa y aumentar la

porosidad de los materiales (Ahuja, 2011).

Hay dos diferentes métodos de pretratamiento quimico, el acido y el alcalino. Sus objetivos
son desnaturalizar a la hemicelulosa y romper la estructura de lignina para que la celulosa
esté mas manipulable para la siguiente etapa que es de hidrdlisis. El pretratamiento acido
es un reaccion muy fuerte y efectivo para la hidrdlisis de la celulosa, pero los acidos
concentrados son toxicos, corrosivos, peligrosos y se requieren reactores de materiales
resistentes a la corrosion, por lo que el costo del pretratamiento es demasiado elevado (Kumar
et al, 2009).

El pretratamiento alcalino (mayormente se usa el hidréxido de sodio), es el Unico pretratamiento
gue se puede realizar a bajas temperaturas y presiones. Es posible llevar a cabo el proceso a
condiciones ambientales, pero puede tardar muchas horas o incluso varios dias (Hendricks &

Zeeman, 2009).
2.2.7. Celulasa.

Las celulasas son conocidas como enzimas fundamentales en el procesamiento de
desechos lignoceluldsicos, por ejemplo, residuos agricolas, madera y otros compuestos
facultativos de celulosa. Dichas enzimas tienen el potencial de descomponer la celulosa,
comprendido como un polimero sofisticado compuesto por moléculas de glucosa
emparejadas por enlaces [-1,4-glicosidicos. Los desechos lignocelulésicos son
comprendidos como un compuesto importante de biomasa para la sintesis de productos en

la cual la celulosa se desprende para convertirse en azucares fermentables.
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Las celulasas son un complejo multienzimatico que consiste en tres enzimas principales
(tales como las endoglucanasa, exoglucanasa y B-glucosidasa), estas enzimas actuan al
hidrolizar la celulosa hasta sus mondmeros mas simples como es la glucosa. Primero, suele
actuar la endo-1,4-b-D-glucanasa al azar, entre fibras de celulosa para generar extremos
reductores y no reductores, en donde también intervienen exo-celobiohidrolasa, liberando
celobiosa (dimeros de glucosa unidos por enlaces B-1,4 glicosidicos). Por ultimo, la
celobiosa es degradada por la B-glucosidasa en monomeros de glucosa, siendo ese su

producto final (Pandey et al., 2017).

Las celulasas han experimentado un incremento muy eficiente en su demanda en el
mercado desde 1995, sus principales aplicaciones industriales son: detergentes, industria
textil, alimentacién animal e industria alimentaria, industria papelera e industria de los

biocombustibles (Pandey et al., 2017).

2.2.8. Hidrélisis enzimética.

La hidrédlisis enzimatica se realiza mediante el uso de enzimas, las cuales actuan por
naturaleza y rompen los enlaces de cadenas largas y complejas, permitiendo la liberacion

de moléculas mas simples.

En este trabajo se realiz6 la hidrélisis enzimatica usando la enzima celulasa para obtener
glucosa. Los costos de utilidad en este proceso de hidrolisis son bajos porque se realizaron
bajo condiciones medias (como pH de 5 y temperaturas entre 40 - 50 °C) y no produce

problemas de corrosion, como si pasaria en una hidrélisis acida (Blume, 1991).

Celulasa cataliza la hidrdlisis de la celulosa, tiene su origen en hongos (Trichoderma,
Aspergillus, Fusarium, etc) y bacterias tanto aerobias como anaerobias (Cytophaga,
Clostridium, Cellevibrio, etc), aunque algunos protozoos también poseen capacidad para

sintetizar celulasas como Trychonympha (Schinner & Von Mersi, 1990).
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Figura 01. Productos hidrolizados de celulosa y hemicelulosa

Nota. En la figura se visualiza los diferentes productos hidrolizados tanto de la celulosa 'y

la hemicelulosa. Adaptado de Ahuja et al. (2011).

2.2.9. Glucosa.

La glucosa corresponde a un monosacarido, con formula quimica C¢H;,0s y masa molecular 180,16
g/mol. Concierne a una aldohexosa por ello recibe el nombre de D-glucopiranosa, consta de un
equilibrio en soluciones a temperaturas por debajo de 50°C. La glucosa se produce esencialmente
por hidrolisis enzimatica y/o hidrolisis acida a partir del almidon de maiz (usado como sustrato),
refleja las siguientes caracteristicas; su poderio edulcorante es menor en comparacion a la
sacarosa y consta de un extenso interés en el mercado debido a su precio asequible, en el sector
de alimentos, productos farmacéuticos y bebidas (Vandamme, 1983).

Todas las frutas contienen cierta cantidad de glucosa, que puede ser extraida y
concentrada para obtener un azucar alternativo. Pero a nivel industrial, tanto la glucosa
liquida (jarabe de glucosa) como la dextrosa (glucosa en polvo) se producen a partir de la
hidrélisis quimica y/o enzimatica del almidon de cereales como por ejemplo del trigo 0 maiz,
cereales cultivados a gran escala debido a su bajo costo y menor consumo hidrico. (Zhang,
2006)
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2.2.10. Cinética Enzimatica.

La actividad cinética de las enzimas se explica a través de la ecuacidén de Michaelis-Menten,
mientras que Vmax y Km son las constantes significativas asociadas a esta ecuacion. Cada
tipo de enzima posee valores concretos para estas constantes, los cuales deben ser
determinados a través de ensayos experimentales. La representacion lineal, como por
ejemplo Lineweaver-Burk ofrece la forma mas facil de adaptar datos experimentales que
pueden estar sesgados al error a la formula de Michaelis-Menten. La velocidad de una
reaccion catalitica nos muestra la proporcion de sustrato agotado o producto elaborado por
unidad de tiempo. De acuerdo al sistema internacional se denomina por la vocal “U” (ente
de actividad enzimatica) y compete a los pmoles de sustrato empleado en un lapso de

tiempo de 1 minuto. (Cunningham & Lopez, 1994)

Ritchie y Prvan (1996), el valor de Km da idea de la similitud de la enzima por el sustrato:
mientras menos sea el Km, mayor serd la afinidad de la enzima por el sustrato, y a mayor
Km, menos sera su afinidad (interaccion idonea entre enzima y sustrato). Ademas, si la Km
es muy baja comparada con la concentracion de sustrato, la enzima siempre estara, casi
completamente saturada, y las variaciones en la concentracion de sustrato tendran poco
efecto. Si la Km es demasiado alta, la enzima tendra mayor sensibilidad a los cambios en
la concentracion de sustrato, igual podria operar, pero solamente una pequefa fraccién de

su capacidad catalitica.
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. METODOLOGIA
3.1. Método.

La presente investigacion es de tipo aplicada, con disefio experimental puro, de nivel
explicativo, orientado a evaluar el efecto de dos variables independientes (concentracion y
temperatura) sobre la produccién de glucosa a partir de cascaras de naranja, desarrollado
dentro de los laboratorios de investigacion y biotecnologia vegetal de la E.A.P de
Biotecnologia de la Universidad Nacional del Santa. El propésito es evaluar la produccion
de glucosa a partir de tres concentraciones (2%, 3.5% y 5%) de hidrolizado alcalino de
cascaras de naranja (citrus sinensis) tratado con celulasas comerciales al 5% y diferentes
temperaturas (40°C, 45°C y 50°C). De inmediato se precisa los elementos principales de la

metodologia como también el método empleado.

El procedimiento empleado en esta presente investigacion es de caracter experimental puro
lo que constituye una ejecucion vigilada de las condiciones del proyecto. En el presente
proyecto de investigacion, la concentracion de cascaras de naranja (2% - 3.5% - 5%) asi
como la temperatura (40°c - 45°c - 50°c) fueron operadas como variables independientes.
Este panorama nos faculta observar dichos efectos sobre la produccion de glucosa,

correspondiente a la variable dependiente.

3.1.1. Disefio de investigacion.

Se uso un disefo experimental factorial 32, el cual tiene dos factores, cada uno con tres
niveles, obteniendo un total de 9 tratamientos diferentes, ello nos posibilita la estimacion
del efecto de dos variables independientes (temperatura y concentracién de cascara de
naranja) en la produccion de glucosa empleando tres niveles diferentes por cada factor. La
aplicacion del modelo experimental se aplicé teniendo en cuenta las variables
independientes para luego generar replicas para cada tratamiento (3 repeticiones por
tratamiento) seguido de una asignacion de manera aleatoria con el objetivo de reducir
sesgos. Por ultimo, se recolecto datos, de acuerdo a cada combinacion de unidades
experimentales con fin de calcular el rendimiento de la variable dependiente. Los efectos
principales fueron identificados mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
significancia menor al 0.5; los calculos se realizaron empleando el software IBM SPSS

version 27 con un nivel de confianza del 95%.
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El modelo estadistico para el disefio experimental 32 se puede escribir considerando el
efecto individual de cada factor y de la interaccion entre ambos, utilizando la ecuacién

propuesta por Porras et al. (2000) como se presenta a continuacion:

yijk = W + ai + Bj + (aB)ij + Eijk

Fuente: Lara Porras, 2000

donde:

yijk: es el valor del i-esimo nivel del factor A, j-esimo nivel del factor B, y k-esimo bloque

(repeticion).

H:es la media general.

ai: es el efecto del i-ésimo nivel del factor A.

Bj: es el efecto del j-ésimo nivel del factor B.

(aB)ij: es el efecto de la interaccion entre ambos factores.

Eijk: es error aleatorio.

Donde los errores Eijk tienen distribucién normal (N) de media 0 y varianza o 2

constante.

3.1.2. Poblacion y muestra.

La poblacion de analisis del presente experimento fue la cascara de naranja (Citrus sinensis)
reconocida por su alto valor lignoceluldsico, esta materia organica fue recolectada de un
puesto de jugos familiar altamente concurrido del mercado “Buenos Aires” en el distrito de
Nuevo Chimbote. La muestra esta compuesta de 800 gr de cascara de naranja (Citrus

sinensis) debidamente deshidratada y molida (particulas pequenas de 2 mm).
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3.1.3. Operacionalizacion de variables.

Tabla 02: Operacionalizaciébn de variables con respecto a la produccion de glucosa,
empleando cascaras de naranja (Citrus sinensis) por medio de hidrolisis alcalina e hidrolisis

enzimatica utilizando DNS como indicador

Variable Dimensiones Indicador Instrumento de
Independiente recoleccion de
datos

Concentracion de

Concentracion de Analisis
azucares % (2, 3.5, 5)
cascara de naranja . volumétrico
reductores por litro
de solucion
Grados °C Sensor digital
Temperatura empleado a los 40°C, 45°Cy 50°C interno de
tratamientos incubadora
Variable Instrumento de
) Dimensiones Indicador i4
dependiente recoleccion de
datos
Produccion de Concentracion de
glucosa azucares gr/L Espectrofotometro
reductores

3.1.4. Procedimiento.

En el siguiente trabajo experimental puro, se desarrollé dentro de las instalaciones de la
facultad de ciencias de la Universidad Nacional del Santa, siguiendo las pautas mencionadas
por el método cientifico. Por ende, se sefialan los pasos seguidos con el fin de obtener
glucosa partiendo de hidrolisis alcalina e hidrolisis enzimatica con cascaras de naranja como

sustrato.
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Figura 02. Secuencia de pasos seguidos con el fin de obtener glucosa partiendo de
hidrolisis alcalina e hidrolisis enzimética con cascaras de naranja como sustrato y DNS

como indicador.

Cascaras de Naranja

v

Obtencion v Seleccion

v

Traslado

]

Acondicionamiento

.

Triturado v Tamizado

<

Analisis Fisicos Celulasa
T =120°C * *
NaOH = 8% Pretratamiento Alcalino Obtencion
t = 60 min
T = 40-45-50° C * *
pH=35.5 Hidrolisis Enzimatica |-f—— Actividad Enzimatica
t =24 hrs
RPM = 120 *

Cuantificacion de glucosa =i DNS

3.1.4.1. Obtenciony seleccidon de cascara de naranja.

Se obtuvo la cascara de naranja del centro de abastecimiento “Buenos Aires”, distrito de
Nuevo Chimbote, provincia del Santa, departamento de Ancash. En el cual, se eligié un
puesto familiar, de jugueria de frutas altamente concurrido. Se recolecto las cascaras de
naranja dentro de una bolsa plastica de material polipropileno; para ello, se usaron guantes
quirargicos. Al realizar este procedimiento, se tuvo en cuenta su estado de descomposicion;
por ello, las cascaras seleccionadas fueron las que no estuvieron expuestas al entorno o
ambiente durante un lapso de tiempo no mayor de 24 horas; asi se evito el uso de material

no apto. (Cardona y Pinzén, 2008).
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3.1.4.2. Traslado.

Se realiz6 el traslado del material lignoceluldsico (cascaras de naranja) empleando una
bolsa plastica hermética y un cooler de 10 L.; previamente desinfectado con alcohol 75 %,
cabe senalar que dentro del cooler se incorporé gel pack con el objetivo de perdurar
componentes esenciales de las cascaras de naranja (tiempo no mayor a 5 horas, pasado
dicho tiempo, las cascaras comienzan a tomar una coloracion inusual, propia de la
descomposicion). Se coloco una etiqueta en una parte visible de la bolsa, en el cual, se
detalla: nombre del responsable (persona quien ejecuta la recoleccion), fecha, hora y
puesto donde se realizé la recoleccion; los procedimientos mencionados son parte de la norma
ISO/IEC 17025:2005 (Véase Anexo 09).

Las muestras fueron llevadas al laboratorio de investigacién de la escuela profesional de
Biotecnologia en la facultad de ciencias de la Universidad Nacional del Santa, Nuevo
Chimbote.

3.1.4.3. Tratamiento previo de cascaras de naranja.

Se tomd 1 kg. aproximadamente de toda la muestra obtenida. Luego se lavé con agua
potable, 3 veces, con el objetivo de eliminar impurezas y compuestos solubles (taninos,
resinas y restos de fertilizantes). Posteriormente, se tuvo un segundo lavado con agua
destilada, frotando manualmente con guantes quirurgicos, con la finalidad de eliminar

impurezas que aun perduran en la parte superficial de la cascara de naranja.

Finalmente, se realizo cortes a las cascaras con un cuter previamente desinfectado, se
pesaron en una balanza digital y se procedio a secar en estufa a 60°C por 45 min, con el
proposito de remover el agua y uniformizar la muestra para las siguientes etapas. Al finalizar
se traslado las cascaras de naranja a un desecador para evitar que la muestra adquiera

humedad del ambiente.

3.1.4.4. Triturado y tamizado de cascaras de naranja.

Se realizo esta etapa con un moledor manual, el cual, redujo el tamafo de las cascaras de
naranja, para que se logre tamizar (tamizador 8" N.2 10 - 2 mm con malla de acero

inoxidable), hubo ocasiones que se encontro trozos grandes, en donde se tuvo que repetir
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el procedimiento, hasta tener una muestra homogénea.

Figura 03. Retencion y seleccién de particulas (2mm) usando tamiz N°10.

3.1.5. Analisis de los parametros fisicos de las cascaras de naranja.

Los siguientes procedimientos se realizaron 3 veces, siguiendo los protocolos

estandarizados por Métodos Oficiales de analisis de Alimentos (AOAC, 1990)

3.1.5.1. Determinacion porcentual de humedad (Método AOAC 14.003)

Se peso6 y colocod 10 gr de muestra humeda (cascaras de naranja) en un crisol chico de
porcelana, luego se traslado a la estufa con una temperatura de entre 100 - 105°C por un
periodo de 40min. (Véase Fig. 4) Por ultimo, se determind el contenido porcentual de
humedad con la siguiente ecuacion (AOAC,1990):

Winicial de muestra — W final de muestra

0 — 100
H Winicial de muestra x

Fuente: Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos, 1990.
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Figura 04. Cascaras de naranja pesadas antes y después del analisis de determinacion

porcentual de humedad.

3.1.5.2. Determinacion porcentual de Ceniza (Método AOAC 14.006)

Se peso 10 g de muestra seca en un crisol de porcelana, se coloco el crisol en una mufla y
se dej6 calcinar por 2 hrs. Después de la calcinacién se dejé enfriar en un desecador por
24hrs. (Véase Fig. 5) Finalmente se determind el porcentaje de cenizas mediante la

siguiente ecuacion:

%C = Weceniza 100
o Winicial de muestra

Fuente: Nielsen, 2003.
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Figura 05. Cascaras de naranja pesadas antes y después del analisis de determinacion

porcentual de ceniza.

Nota. Las cascaras de naranja en ambas modalidades fueron pesadas en la balanza analitica del

laboratorio de investigacion de la Universidad Nacional del Santa

3.1.5.3. Determinacion de pH.

La determinacién de pH se realizé en una muestra homogenizada al 10% en medio de agua
destilada empleando un potencidmetro. Se procedié a pesar 5 gramos de muestra seca de
cascara de naranja, esta muestra fue tamizada para obtener particulas finas,
posteriormente se anade 45 ml de agua destilada, se homogenizo utilizando una varilla de
vidrio. Se dejo en reposo por unos minutos antes de proceder la insercion del sensor dentro
del vaso precipitado. También existe la posibilidad de utilizar bandas indicadoras, pero para

el analisis cuantitativo no resulta adecuado.

3.1.5.4. Determinacion de Solidos Solubles (°Brix).

Antes de proceder al andlisis, se ajustd el Refractometro, se colocé unas gotas de agua
destilada entre ambos prismas, el valor adecuado debe reflejar 1.33, si no resulta dicho
valor es necesario limpiar dichos prismas. En un vaso precipitado se preparo6 una solucion

al 5 %, 5 gramos de materia seca de cascara de naranja y 45 ml de agua destilada, con la

23



ayuda de un gotero se coloco unas gotas encima del prisma, inmediatamente se midié y
registro la concentracion de azucar de nuestra muestra de cascara de naranja. (Peter Rein,
2012)

3.1.5.5. Determinacion de lignina: (Método Klason).

Se peso 1 gr de muestra (cascaras de naranja), se mezclo bien con 15 ml de H2S04 72% y
se dejo reposar por un periodo de 24 horas. Se trasladé el contenido del vaso a un matraz
de 1000 ml y se afiadié 560 ml de agua destilada para bajar su concentracion de H2S04 al
72% a H2S04 al 3%; se mantuvo en ebullicion por 4 horas, al finalizar el tiempo se espero
gue pueda sedimentar el sélido para posteriormente realizar el filtrado en una placa filtrante.
El sélido filtrado se lavd con agua destilada caliente hasta que el pH del agua de lavado no
fue acido (con la ayuda de tiras de pH), se sec6 en una estufa a una temperatura de 105°C
por un periodo de 12 horas y se coloco en la balanza. Pesamos unos 100 mg de sélido y se
calciné en mufla a una temperatura de 430°C por un periodo de 24 horas, obteniéndose asi

un porcentaje en materia organica (MOIling).

3.1.5.6. Determinacion de grasas (Método Soxhlet).

El presente método es una adecuacion descrita por A.O.A.C (Association of Official Analytical
Chemists et al.,2016). Se coloc6 4 gramos de la muestra previamente secada en un cono de
papel filtro para luego incorporar en el extractor Soxhlet. Antes de realizar el procedimiento
en cuestion se peso el baldon para luego ser llenado con hexano, a una cantidad necesaria
con el objetivo que realice el sifoneo. La extraccion tuvo un tiempo de 4 horas, se dio por
terminado el analisis cuando el disolvente que emergia por el sifon se convirtié en incoloro.

3.2. Pretratamiento de las cascaras de naranja con hidrélisis alcalina.

Se preparo 150 mL de hidroxido de sodio al 8% en un vaso precipitado de 500 mL y se
distribuy6 en 03 botellas de vidrio de 300 mL cada una. (Véase Fig. 6) Las cascaras de
naranja trituradas y tamizadas se colocaron en las botellas de vidrio antes mencionadas y
se dispuso en un horno a una temperatura elevada, a 120°C, por 60 min.; la materia prima

fue lavada con agua destilada, hasta obtener pH neutro. (Véase Fig. 7)
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Figura 06. Preparacion de solucion de Hidréxido de sodio NaOH al 8%.

Nota: Se preparo la solucion de hidréxido de sodio bajo criterios de seguridad

empleando EPP anti quemaduras.

Figura 07. Cascaras de naranja pretratadas lavadas con agua destilada.

Nota: Se realiza un lavado exhaustivo hasta obtener un pH neutro sin remanentes de

hidréxido de sodio.

Luego, se procedioé a secar en la estufa a 60 °C por 12 hrs, con el fin de eliminar agua
residual. Posteriormente, se pesO las cascaras de naranja pretratadas obtenidas y

almacenadas a 3°C en viales de laboratorio estériles hasta su uso en la siguiente etapa

(Véase Fig. 8)
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Figura 08. Cascaras de naranja pretratadas, pesadas y almacenadas.
3.3. Determinacion de la enzima celulasa.

3.3.1. Obtencién de la enzima celulasa.

Se obtuvo la enzima celulasa de la empresa Novozyme; cabe sefalar que, su traslado fue
en cooler con gel pack y permanecio en refrigeracion a 3° C, el protocolo para el traslado
fue determinado por el ISO 17025:2005, se colocé 3mL de enzima celulasa en viales

estériles para una facil manipulacién en el siguiente proceso de hidrdlisis enzimatica.

(Véase Fig. 9)
~ -

Figura 09. Uso de enzimas celulasas dentro de la camara de seguridad

Nota: Distribucion de la enzima en pequenos viales de 20 ml para su uso pdstumo.
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3.4. Hidrélisis enzimética.

Se preparo buffer acetato a pH 5.5 en un matraz de 250 mL usando solucion A (8.8 mL de
solucion de acido acético), solucion B (41.2 mL de solucion de acetato de sodio) y agua
destilada (50 mL). Se verifico su pH y se guardo el buffer acetato en un frasco de vidrio

estéril. (Véase Fig. 10)

i1

i
)

Figura 10. Preparacién buffer acetato.

Las cascaras de naranja pretratadas con hidrdlisis alcalina fueron distribuidas en 09
matraces de 250 mL, se consideraron 03 diferentes concentraciones de cascara de naranja
(2%, 3.5% y 5%) (Novozyme - Anexo 02) en relacion con el medio reactante - solucion
buffer acetato (60 mL para cada tratamiento). Se realiz6é por triplicado cada una de las
concentraciones antes mencionadas, debido que cada concentracién fue expuesta a
diferente temperatura (temperaturas de 40°, 45° y 50°C) durante todo el proceso de

hidrolisis enzimatica (véase Tabla 03), se mantuvo con un pH 5.5. (Blume, 1991)
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Tabla 03: Interaccion de concentracion porcentual de cascaras de naranja con 3 diferentes
temperaturas (40°C, 45°C y 50°C)

Temperatura °C Concentracion de

cascaras de naranja %

1 40 2
2 45 2
3 50 2
4 40 3.5
5 45 3.5
6 50 3.5
7 40 5
8 45 5
9 50 5

Por consiguiente, cada matraz Erlenmeyer de 250 mL contuvo cascaras de naranja
pretratadas con enzima celulasa al 5% p/v por 24 hrs a 120 rpm en incubadora (Salazar,
2012) a temperaturas de 40°, 45° y 50°C. (Anexo 03)

Cada 3 hrs se tom6é 2 mL de muestra colocandolos en diferentes viales y siendo
introducidos en un vaso con agua en ebullicion por 5 min y luego en un cooler con agua
helada por 5 min mas (Véase Figura 11); después, se centrifugo a 5 000 rpm durante 15
min; el sobrenadante de cada muestra (1 mL aproximadamente), se distribuyd en tubos

Eppendorf para cuantificacién de produccién de glucosa, siguiendo el método DNS.
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Figura 11. Toma de muestras en Shock térmico (5 minutos de ebullicién seguido de 5

minutos de reposo en agua helada).

3.5. Técnica de recoleccion de datos.
La técnica siguiente de recoleccion de datos seran aplicadas en la captura de datos y su
posterior analisis estadistico.

3.5.1. Cuantificacion de glucosa por método DNS.

Se determino la cantidad de glucosa de las muestras hidrolizadas utilizando el método de
DNS, para poder evaluar cuales son las mejores condiciones en las que se produjo mayor

cantidad de glucosa.

3.5.2. Preparacion de reactivo.

En un beaker (A) de 250 mL de capacidad se introdujo 30mL de agua destilada y se coloco
en un calentador con agitacibn magnética moderada y constante (200 rpm), se agregd
lentamente 30 gr de tartrato de sodio y potasio. En otro beacker (B) de 100 mL de capacidad
se introdujo 20 mL de agua destilada y se agregd 1.6 gr de hidréxido de sodio. En un tercer
beacker (C) de 100 ml de capacidad se colocé 30 mL de agua destilada y se disolvio 1 gr
de reactivo DNS. En el beaker (A) estando en el calentador y agitador se adiciono el
contenido del beaker (B) luego se agrego el contenido del beaker (C), se mantuvo esta
mezcla en calor y agitacion hasta lograr una homogeneidad. Finalmente, estando la mezcla
homogénea fue colocada en una probeta de 100 mL de capacidad y se aforo hasta 100 mL
con agua destilada. Asi estuvo listo el reactivo para ser guardado en un recipiente ambar

dentro del laboratorio hasta su pronto uso.
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3.5.3. Método DNS.

Primero, se realizd curva patrén para la determinacion de glucosa (gr/L); el cual, en un
matraz erlenmeyer (250 mL) se prepar6é 50 mL con 5 g/L (solucidon madre de glucosa) a
505 nm. (véase Anexo 05). De las muestras reservadas en tubos eppendorf (1 mL), se
tomd 0.25 mL de estos sobrenadantes centrifugados y se colocd en tubos de ensayo;
ademas, se agrego 0.25 mL de DNS y 2.5 mL de agua destilada a cada tubo de ensayo
para luego llevarlo a 300 rpm logrando asi su homogenizacion. Después las muestras
se colocaron en bafo maria a 37°C por 5 min, luego se procedi6é a leerlas en el
espectrofotdmetro con una longitud de onda de 505 nmy se calcul6 la concentracién de

glucosa presente en cada tubo (Véase Anexo 04).

3.6. Método pararecoleccion de datos.

El método desarrollado en esta investigacion y la buena recopilacién de datos nos otorgé
informacion clave para alcanzar los objetivos especificos. La cascara de naranja, seca,
hecha particulas y tamizada (2mm), se estudié para obtener datos iniciales antes de
empezar los experimentos. La muestra se guardd en un frasco hermético con el objetivo
de preservar sus condiciones idoneas. La cascara de naranja se sometio a hidrdlisis
alcalina e hidrolisis enzimatica, adecuandose a los niveles mencionados en la tabla de

variaciones.

3.7. Andlisis estadistico e interpretacion de datos.

Se adopto un analisis de varianza (ANOVA) con un grado de significancia menor al 0.5;

dichos calculos se realizaron empleando el software IBM SPSS version 27 con un nivel de

confianza del 95 %, con el fin de decretar la significancia estadistica de efectos de dichas

variables independientes (concentracion de cascara de naranja y temperatura) y sus

interacciones originando la variable de respuesta (produccion de glucosa). La hipétesis

determinara si cada factor influye o no, en el efecto significativo referente a la produccion

de glucosa. Cada muestra se hizo por triplicado, 9 muestras en total, se determind dicha

cantidad de muestras con el objetivo de reducir el nivel de error, los datos que se

recolectaron de las respuestas del disefio experimental factorial 32 (entendiéndose que

posee 2 factores con 3 niveles) fueron evaluados por ANOVA y el Software IBM SPSS

version 27. La prueba post hoc de Tukey se utilizé después de ANOVA para determinar
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cudles grupos son significativamente diferentes entre si.

Se explica que los niveles de la temperatura, asi como también la interaccion de los niveles
de la temperatura con la concentracion de cascara de naranja no afectaron en la produccién
de glucosa, puesto que el valor p > 0,05, sin embargo, los niveles de la concentracién de

cascara de naranja influyo de manera significativa en la produccion de glucosa, (p < 0,05).
3.8. Obtencién de parametros cinéticos Kmy Vmax de Michaelis-Menthen.

La velocidad a la que los sustratos se transforman en productos durante una reaccion
enzimatica que se lleva a cabo en condiciones de estado estacionario depende tanto de
las concentraciones de la enzima como de los sustratos. Esta relacidon se puede

expresar de manera matematica a través de la ecuacion de Michaelis-Menten:

_ Vinax * [S]
vo =" )/ (Km + [S])

Donde:

Vo= Velocidad inicial.
Vmax= Velocidad maxima.
S= Sustrato.

Km= Constante de Michaelis.

La forma mas comun de obtener estos datos es mediante mediciones de la velocidad inicial
de reaccidn en diferentes concentraciones de las sustancias que la influyen. La estrategia
mas efectiva para hacerlo consiste en linealizar las ecuaciones cinéticas. Mediante la
medicién del intercepto o de la pendiente de la recta resultante, se pueden evaluar los

pardmetros Km y Vmax.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de parametros fisicos a cascaras de naranja como etapa previa al

pretratamiento alcalino.

El analisis de los parametros fisicos de las cascaras de naranja se realiz6 en la Universidad
Nacional del Santa, dentro de los laboratorios de la facultad de ciencias, dando como

resultado la siguiente tabla.

Tabla 04: Parametros fisicos (%) de la cascara de naranja (humedad, cenizas, pH, solidos

solubles (°Brix), grasa, lignina) evaluados dentro del laboratorio de la UNS

Parametro Valor
Humedad 87.7%
Cenizas 1.28%
pH 3.93
Solidos Solubles (°Brix) 7.1
Grasa 0.2
Lignina 3.2

4.2. Concentracién y temperatura adecuada de reaccién enzimatica en cascaras de
naranja pretratadas con enzimas celulosas, empleando el método DNS como

indicador y leida en espectrofotémetro a 505 nm

Los resultados de la hidrolisis enzimatica de las cascaras de naranja en el
espectrofotometro se obtuvo en absorbancia (véase anexo 04). Para saber la
concentraciéon de glucosa obtenida bajo diferente concentracion de sustrato y
temperaturas, se realizé una curva patron de glucosa (véase anexo 05). De esta manera

se logré cuantificar la concentracion de glucosa obtenida de cada muestra en el tiempo.
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Tabla 05: Resultados de las concentraciones de glucosa g/L expresadas en el tiempo

por el método DNS, utilizando cascaras de naranja hidrolizadas como materia prima.

2% 3.5% 5% Tiempo (hora)
0.00 0.00 0.00 0
0.03 0.07 0.11 3
0.04 0.11 0.19 6
0.05 0.13 0.29 9
40 0.05 0.21 0.30 12
0.16 0.33 0.43 15
0.20 0.52 0.86 18
0.23 0.55 0.98 21
0.26 0.59 1.07 24
0.00 0.00 0.00
0.04 0.19 0.17 3
0.05 0.32 0.31
0.09 0.42 0.39
45 0.11 0.63 0.45 12
0.16 0.69 0.59 15
0.18 0.97 0.68 18
0.18 1.05 0.78 21
0.20 1.20 0.83 24
0.00 0.00 0.00 0
0.02 0.02 0.05
0.05 0.12 0.18
0.06 0.27 0.20 9
50 0.11 0.32 0.48 12
0.18 0.33 0.61 15
0.26 0.37 0.81 18
0.33 0.40 0.92 21
0.42 0.47 1.11 24
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Concentracion (g/L) vs Temperatura (°C)
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Figura 12. Produccion de glucosa en el tiempo de diferentes temperaturas y concentraciones de cascara de naranja
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A partir de los resultados obtenidos en la tabla 05, se plasmoé en la figura 12, todos los datos

segun el tiempo y la temperatura de cada muestra experimental.

En la figura 12, podemos visualizar los resultados obtenidos con un margen de error de 5%
teniendo como ejes los gramos por litros obtenidos vs tiempo en que se tomo las muestras.
En la Tabla 05; se observa cada concentracion (2%, 3.5% y 5%), con relaciéon a 40°C, 45°C

y 50°C; obteniendo sus datos por la técnica de colorimetria DNS.

Temperatura 40 °C

1.10

100 \} Y 100
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080 o 080
-
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?
§ 060 T I_T — _l) 060
E '—LJ_' 050
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Figura 13. Produccion de glucosa en el tiempo a 40°C y usando concentraciones de

cascara de naranja pretratadas al 2%, 3.5% y 5%.

En la figura 13 se encuentran solo las concentraciones de glucosa (g/L) obtenidas a 40°C,
siendo 1.07 g/L la concentracion dominante producida en la hidrolisis enzimatica bajo una
concentracion de cascaras de naranja al 5%; por otro lado, la concentracion de nivel inferior

producido fue de 0.26 g/L bajo una concentracion de cascaras de naranja al 2%.
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Temperatura 45°C
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Figura 14. Produccion de glucosa en el tiempo a 45°C y usando concentraciones de
cascara de naranja pretratadas al 2%, 3.5% y 5%.

En la figura 14 se encuentran solo las concentraciones de glucosa (g/L) obtenidas a 45°C,
siendo 1.20 g/L la concentracion dominante producida en la hidrolisis enzimatica bajo una
concentracion de cascaras de naranja al 3.5%; por otro lado, la concentracion de nivel

inferior producido fue de 0.20 g/L bajo una concentracion de cascaras de naranja al 2%.
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Temperatura 50 °C
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Figura 15. Produccion de glucosa en el tiempo a 50°C y usando concentraciones de
cascara de naranja pretratadas al 2%, 3.5% y 5%.

En la figura 15 se encuentran solo las concentraciones de glucosa (g/L) obtenidas a 50°C,
siendo 1.11 g/L la concentracion dominante producida en la hidrolisis enzimética bajo una
concentracion de cascaras de naranja al 5%; por otro lado, la concentracidon de nivel inferior

producido fue de 0.42 g/L bajo una concentracion de cascaras de naranja al 2%.

Como conclusion del trabajo experimental, se considerd la temperatura de 45°C (variable
independiente) como la idonea para la produccion de glucosa, es por ello que se realizo la
cinética enzimatica bajo dicha temperatura por un periodo de 60 min. Los resultados

obtenidos se presentan en la tabla 06.

Tabla 06: Intercepcion de la inversa del sustrato y la velocidad de reaccion enzimatica de

la enzima celulasa comercial.

S \Y s w
0.02g/L 0.0008 g/L*min 50 1250
0.035¢g/L  0.0012 g/L*min 28.6 833.33
0.05 g/L 0.0015 g/L*min 20 666.67
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Con los datos obtenidos de la tabla 06, se realiz6é la figura 16 logrando una linea de

tendencia y la ecuacién de dicha pendiente.
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Figura 16. Intercepcion de la inversa de velocidad y la inversa de concentracion de
cascaras de naranja pretratadas al 2%, 3.5% y 5%.

En lafigura 16 se realizé la linealizacion con Lineweaver-Burk usando la inversa del sustrato
y la inversa de la velocidad, con la finalidad de obtener los parametros cinéticos de la

constante del sustrato (Km) y la velocidad maxima de reacciéon (Vmax).

1 Km 1 1

[ S p—
Vo Vmax [S] Vmax

Siendo:

y = 19.449 * x + 277.43

v v

Km 1
19449 =— 27743 =——
Vmax Vmax

< s

Km = 19.449 « Vmax Vmax
277.43

Km = 19.449 x 0.0036 Vmax = 0.0036

Km = 0.070

Figura 17. Obtencion de Km y Vmax por medio de la ecuacion de linealizacion.

38



A partir de la ecuacion obtenida en la figura 16, se calculé el Km y Vmax como se muestra
en la figura 17; finalmente los resultados se plasmaron en la tabla 07 siendo 0.0036 g/L x
min de Velocidad maximay 0.070 g/L de Km.

Tabla 07: Parametros cinéticos de la enzima celulasa comercial.

Parametros cinéticos
Vmax 0.0036 g/L x min
Km 0.070 g/L

4.3. Analisis estadisticos.

En la tabla 08, se explica que los niveles de la temperatura (p=0.288), asi como también
la interaccion de los niveles de la temperatura con la concentracion de cascara de
naranja (p=0.159) no afectaron en la producciéon de glucosa, puesto que los valores de
p son mayores que 0.05; sin embargo, los niveles de la concentracion de cascara de

naranja (p=0.000) influyo de manera significativa en la produccion de glucosa, siendo
su valor de p menor a 0.05.
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Tabla 08: Analisis estadistico de los tratamientos de tres concentraciones de cascaras de
naranja (2%, 3.5% y 5%) y 3 diferentes temperaturas (40°C, 45°C y 50°C).

Fuentes de variacion Suma de gl Media F p
cuadrados cuadratica

Temperatura ,192 2 ,096 1,265 ,288

Concentracion de Cascara de 1,731 2 ,866 11,391 ,000

Naranja

Temperatura * Concentracion de 518 4 ,129 1,704 ,159

Cascara de Naranja

Error 5,471 72 076

Total 7,913 80

En la tabla 09, se aprecia que los niveles de concentracion de cascara de naranja que
presentan letras distintas han influido significativamente en la produccién de glucosa,
siendo la concentracion al 2% de cascara de naranja el que permitido el menor promedio
de produccion de glucosa y la concentracion al 5% de cascara de naranja logro el mayor
promedio de glucosa. Confirmando que la produccién de glucosa dependera directamente

de la concentracion de cascaras de naranja.
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Tabla 09: Comparacion multiple de Tukey

HSD Tukey
Concentraciones de N Subconjunto de medias
cascara de naranja 1 >
hidrolisada
2,0 27 0,128336 a
35 27 0,381406 b
50 27 0,474295 b
Sig. 1,000 0,435

La prueba de comparaciones multiples de Tukey sirvié para evaluar la produccién de
glucosa a partir de las tres concentraciones hidrolizadas de cascara de naranja (citrus
sinensis) tratadas con celulasas comerciales. Cabe resaltar que este analisis se realizo

basado en los resultados obtenidos en la tabla 05.
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4.4. Discusioén

Para los autores Chico y Sandoval (2015), en cuanto a hidrolisis alcalina sus resultados
adecuados son: al 8% NaOH por un tiempo de 85 minutos a 121°C y su hidrolisis enzimatica
utilizando celulasa al 5% p/v a una temperatura idonea de 45°C; siendo diferente en esta
investigacién en el ambito de la hidrolisis alcalina. Esto también depende del sustrato a
trabajar como las cascarillas de arroz, optimizando su hidrolisis alcalina a un tiempo de 85
minutos. La diferencia con este autor, es en la determinacion del tiempo, puesto que sus
parametros nos otorgaron una diferencia 15 minutos; el cual, podria afectar, sin embargo,
es por el tipo de sustrato a tratar. Se deduce que la pared celular de la cascara de naranja
es mas vulnerable a efectos quimicos mientras que la cascarilla de arroz es mas firme y

congruente a estos cambios por ello se aplic6 mas tiempo en el tratamiento alcalino.

De tal modo autores como Alikasturi, A. S., Shaharuddin, S., Anuar, M. R., Mohamad Radzi,
A. R., Mohd Asnawi, A. S. F., Husin, A. N., Aswandi, N. A., & Mustapha, A. I. (2018),
utilizaron la cascara de fruta de diferentes especies, pifia (Ananas Comosus), mango
(Mangifera Indica) y platano (Musa Sapientum), como sustrato asegurando una extraccion
de glucosa de estos residuos. Por ello, consideramos que brinda un valor agregado sobre
el impacto ambiental. Los desechos organicos que son vistos como sustrato por su
contenido lignocelulésico demostraron ser idoneos al momento de obtener glucosa esto
debido al pretratamiento alcalino empleando NaOH, procedimiento que se aplico en esta
investigacién para la desnaturalizacién de las cascaras de naranja, sumado al bajo costo y

facil separacion de elementos después del pretratamiento.
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Para los autores Ali, N., Che Aziz, C. A., & Hassan, O. (2015), que utilizaron otra variedad
de sustrato y un pretratamiento adicional (hidrolisis acida), tomando en cuenta como etapa
inicial al pretratamiento alcalino, al igual que nuestra investigacion, estos autores obtuvieron
mejores resultados (0.895 g/L para la pulpa de coco y 0.550 g/L para el racimo vacio de
coco) debido al empleo de la hidrolisis acida ya que es mas agresiva al momento de separar
la lignina de la pared celular, quedando expuesta la regién cristalina originando mas glucosa
en dicho procedimiento. Mencionar que la hidrolisis acida tomo mas tiempo al efectuarla (2
horas) al comparar con el proyecto actual utilizando hidrolisis alcalina (1 hora). Entonces,
todos los autores antes mencionados tienen la finalidad de aprovechar los recursos; y
también, viene llevandose a cabo desde el 2015 con Ali, N., Che Aziz, C. A, & Hassan, O.,
realizando pretratamiento acido y alcalino para obtener su recuperacion en azucares, al

igual que en esta investigacion.

Para Tejada et al. (2014), que realiz6 la caracterizaciéon de estas cascaras, obtuvo
porcentaje de humedad 69.4, y en este proyecto de investigacion se obtuvo mas, siendo
87.7%, considerando el ambiente de donde lo obtuvimos y preparamos. Ademas, para
Barroso (2010), asegura que se debe realizar pretratamientos a estos tipos de residuos
para separar los compuestos.

Para Chiaramondi et al. (2012), nos asegura que la eliminacién de lignina preserva los
polisacaridos, para que asi la obtencion de la celulosa no sea compleja; por ello, nuestro
proceso de hidrélisis alcalina, es menos invasivo, y asi obtenemos una conversion vegetal

a azucares fermentables.

La ejecucion de un pretratamiento térmico a una temperatura de 111°C por un espacio de
15 minutos posibilita alcanzar resultados totalmente diferentes obtenidos por Mejia G. et al,
(2007) quienes lograron rendimientos muy favorables con una temperatura de extraccion
de 98°C. La productividad con referente a los tratamientos térmicos es menos adecuada a
comparacion de los tratamientos alcalinos ya que se genera residuos y consta de tiempo y
costo la separacion de estas. En los tratamientos térmicos la celulosa no es afectada de
tan magnitud por la temperatura, a lo contrario con la hemicelulosa que si resulta

degradada. En el trabajo de investigacidn actual el proceso de hidrolisis alcalina se llevo a
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cabo por un tiempo de 60 minutos a 120°C con el fin de desprender la celulosa y se

convierta en un material poroso.

Continuando el analisis demostrativo con respecto a hidrolisis enzimatica, para obtener una
mejor cantidad de azucares reductores (glucosa) es adecuado el uso de enzimas celulasas
a una concentracion del 5% p/v, cabe mencionar que dicha proporcion es indicada en la
ficha técnica del proveedor Novozymes, una concentracién entre 1-5%, resultando una
cantidad similar en el trabajo de Mejia L. et al 2007, en ella se utilizé la enzima celluclast
la cual trabaja especificamente sobre la celulosa dando como resultados positivos y
superiores. Se comprende que la celulosa que se degrada, en su mayoria se transforma
en azucares reductores (glucosa), por conocimiento tedrico y practico se demuestra que la
celulasa es una proteina de alta selectividad que garantiza la conversion de la celulosa y

hemicelulosas en su casi totalidad en unidades de glucosa fermentables.

No obstante, la relacion de los autores mencionados es el sustrato, puesto que, utilizan
cascaras de naranja y afirman que poseen sensibilidad a bajas temperaturas (Tejada et al.,
2010). Al igual que, Blume (1991); afirma utilizar condiciones reguladas, en el caso de la
temperatura, para que asi no haya problema de corrosion, entonces sugiere exponer entre
40°C - 50°C.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

o Los analisis fisicoquimicos de las cascaras de naranja son los siguientes: humedad
(87.7%), cenizas (1.28%), pH (3.93), Solidos Solubles “Brix” (7.1), grasa (0.2) y Lignina
(3.2); para asi realizar un pretratamiento con un pH alcalino logrando de esta forma mayor

acceso a la celulosa (eliminar lignina y facilitar el acceso enzimatico a la celulosa).

o Se demostro que las variables independientes determinadas como 45°C y 3.5% de
concentracion de cascaras de naranja son las condiciones 6ptimas observadas, donde se
obtuvo una concentracion maxima de glucosa de 1.2 gramos por litro, siendo la mejor

produccion de glucosa con respecto a los demas ensayos.

. Se verificd6 mediante analisis ANOVA que la concentracion de cascara de naranja
tuvo un efecto significativo sobre la produccion de glucosa (p < 0.05), mientras que la

temperatura no presento efecto significativo (p = 0.288).

o Los valores determinados de los parametros cinéticos para las condiciones Optimas
del proceso, representan una baja afinidad del sustrato por la enzima siendo el valor de Km

0.070 g/L y baja reactividad con una Vmax de 0.0036 g/L x min.

o Estos hallazgos contribuyen al desarrollo tecnologias limpias para la valorizacion de
residuos citricos, con potencial aplicacion en la produccion de azucares fermentables para

bioprocesos industriales.

5.2. Recomendaciones.

o Impulsar el desarrollo en investigacion acrecentando variables dependientes e
independientes empleando cascara de naranja y/o otros citricos ricos en material

lignoceluldsico, recolectados de diferentes negocios de alimentos.

o Promover el uso de los residuos organicos en nuestra sociedad para reducir la

contaminacion.
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o El uso de HPLC o espectrofotometria con kit enzimatico para cuantificar glucosa.

o Aplicar pectinasa antes o junto con celulasas ya que mejora el rendimiento al reducir

la viscosidad y ayuda a liberar celulosa atrapada en la matriz de pectina.

o Para eliminar compuestos fendlicos, lipidos y romper la estructura de lignocelulosa
con el objetivo de exponer la celulosa se recomienda una destilacion previa con hexano o
etanol con el fin de retirar aceites esenciales (especialmente limoneno) antes del

pretratamiento alcalino.
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Anexo 01

VII ANEXOS

Operaciones realizadas para la obtencién de glucosa.

T =120°C
MNaOH = 8%

t =60 min

T° = 40-45-50° C
pH=3535

t =24 hrs

RPM = 120
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Anexo 02

Ficha técnica de enzima celulasa de la empresa Novozyme

~ Rethink Tomorrow

NOVOZYMES' CELLULOSIC
ETHANOL ENZYME KIT

— Enzymes for the hydrolysis of lignocellulosic materials

..
novozymes
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ENZYMES FOR THE HYDROLYSIS OF
LIGNOCELLULOSIC MATERIALS

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

processes and enable commercialization.

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

Cwerview

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

‘W take a holistic approach in developing next-generation
biginnovations to meet youwr company’s ever-changing
nesds. Along with our unprecedented RED efforts,

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

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

Cellulosic ethamol can be a major source of sustainable
energy. Many feedstocks — induding corn cobs, wheat
straw, woody biomass, and municipal solid waste — are
readily available, and it & estimated that cellulosic ethanol
will reduce CO3 emissions by 90% compared to
petroleumn-based fuels.

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

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

‘W are working every day to develop technologies that
allow more types of biomass to be turned into

commercially viable biofuel.

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

Application

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

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

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

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

in Appendix B.
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Tabie 2. Enzyme activity, devsity, pH, Temp and dod dotage.

1) EGU = Endo-Glutanase Usat, CBU = CelloBiase Ueit, FBG = Fungal Seta-Ghucanaie Unit, PGU = PolyGalacturonase Unit, FXU-S = Fungal Xylanase Unit,
and AGU = AsyloGhucosidase Unit. Soe Appandix A Tor furthér infarmation on activity unts

2) Dansity values afe appradimate.

3) Tha required dosage is beavily deg cn feadstock type, p chnolegy, and =l Enzyme G06age rogus "y
therefeore vary significantly.

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

maxmum conversion of polysaccharides to fermentable too high, nonenzymatic factors can be introduced that
sugars while minimizing the enzyme requirement. will interfere with the interpretation of the results. A

It s essential to evaluate the pretreated biomass for celluliose range of 2-5% total sofids (TS) loading & suggested for
digestibility at an appropriate solds concentration. determining the efficacy of the pretreatment system.

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

Note! Inhibition of enzymatic hydrolysis

The pretreatment method can create inhibiting products
that can reduce the performance of the enzyme,
resulting in fower cellulose conversion and/or increased
enzyme dosage. Lignin and xylo-oligomer refeased during
the pretreatment process can interfere with enzymatic
performance by binding irreversibly to the enzymes or by
blocking enzyme access to the substrate. An optimal
degree of pretreatment does exist where the
carbohydrate enzyme accessibifity is maximized while the
enzyme {and microorganism) inhibition s minimized.
From a cost perspective, it is normally advantageous to

perform hydrolysss at the highest possible total sofids in
order to achseve maximum sugar concentrations.

Paged
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Howewer, the higher solids conditions can also mean
higher concentrations of soluble compounds in the
liquid phase, which may impede enzyme activity.

The required enzyme dosage to satsfactorily hydrolyze a
substrate is thus a factor of both the accessible cellulose
and the relative concentration of inhibitory

compounds. it is worthwhile considering how best to
simulate your desired process systemn concentrations
relative to the enzyme protein concentration during your
evaluation with this biomass kit.

Additional information
\We inwite you to explore our biomass information site at
wir DiDenergy Nowozymes. com.

Disclaimer

The enzymes provided in this cellulosic ethanol enzyme kit
should be used only for the comeersion of lignocellulosic
materials and should not be used with other materniak that
are to be used in food.

Risks may be associated with this process, and
Mowvozymes and our affiliated companies and their
respective employees, atfiliates, and agents will not be
liable in respect of any claims that may arise as a result of
the materials contained in this cellulosic

ethanol enzyme kit.

In addition, MOWOZYMES EXPRESSLY DISCLAIMS ALL
WARRANTIES, EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING
WITHOUT LIMITATION \WARRANTIES OF
MERCHAMNTABILITY, FITMESS FOR A PARTICULAR
PURPOSE, AND MOMINFRINMGEMEMT OF THIRD-PARTY
INTELLECTULAAL PROPERTY RIGHTS.

Page 5
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Appendix A: Activity units and measurements

The following table contains information on the various enzyme activities that are contained in Novozymes' cellulosic etha-
nol enzyme kit. For additional information on enzyme activity analyses, please contact Novozymes using the contact form
at www.bicenergy.novozymes.com to place your inquiry.
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Appendix B: Activity and stability response curves

N522086

Activity and stability

Figures 1 and 2 illustrate the activity of MS22086 at different temperatures and pH values using washed, dilute
acid-pretreated com stover as substrate. The pH and thermostability of the enzyme in agueous solutions can be seen from
Figures 1 and 2. For practical applications the optimal conditions are about 45-50 =C (113-140 °F) and pH 5.0.

[\
[
[\
oL\

L e e e e e 01
0 35 40 45 50 55 4D 65 TO 12 3 4 5 & T & 9% W

Relative activity (%)
& B
Relative activity (%)
E B

o \

o

Temperature (°C) pH
Fig. 1: Relative activity of N522086 as a function of temperature {*C) Fig 2: Relative activity of N522086 as a function of pH at 50 *C us-
at pH 5.0 using washesd, dilute acid-pretreated corn stower. ing washed, dilute acid-pretreated com stover.
N522083

Activity and stability Figures 3 and 4 illustrate the activity of M522083 at different temperatures and pH values using
azo-wheat arabinoxylan as substrate. The heat and pH stability of the enzyme in agueous solutions can be seen from
Figures 5 and &. For practical applications the optimal conditions are about 35-55 *C (95-131 °F) and pH 4.5-6.0.

2
)

g o 3
z /[ \ z [ N\
e 7 \ i AN
£ :
/ A3 / \
C " \ - ¢/ :
] T T r T T 1 0 T T T T T 1
30 40 50 &0 T0 BO ag B 45 55 6.6 7.3 BS
Temperature (2C) pH
Fig. 3: Effect of temperature on the activity of NS22083. Fig. 4: Effect of pH on the activity of NSZ2083.
Substrate: Axo-wheat arabinooylan Substrate: Aro-wiheat arabinoaylan
pH: 4.0 Temperature: 70 “C
Reaction time: 10 min Reaction time: 10 min
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Fig. &: Effect of pH on the stability of NSZ2083.
Substrate: Azc-wheat arabinoeylan
Temperature: 50 “C {122 *F)

Fig. & Effect of temperature on the stability of Ni22083.
Substrate: Azo-wheat arabinoxylan
pH: 4.5

NS22119

Description

M522119 is a multienzyme complex containing a wide range of carbohydrases, including arabinase, -glucanase,
cellulaze, hermicellulase, pectinase, and xylanase. Its main activities are polygalacturonase, mannanase, and B-glucanase.
In addition, it contains a range of plant cell wall-degrading enzymes such as pectin lyase, pectin esterase, and
rhamnogalacturonase. It also contains some galactanase and other hemicellulolytic activities. The enzyme preparation is
produced from a selected strain of Aspemilies aculeatus. Optimal conditions for N52211%9 are pH 4.5-6.0 and 25-55 °C.
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Fig. 7- The effect of temperature on the activity of NSZ2115.
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Fig 8: The effect of pH on the activity of NS22114,

Page &

60



N522002

Description

N522002 is a mixture of B-glucanase and xylanase enzymes produced by submerged fermentation of a Humicols
firesmferes strain. p-glucanase and xylanase are the two main enzyme activities in the preparation, but the product also
contains several other side activities, including cellulase, xylanase, arabinase, and pentosanase. Optimal conditions for
N522002 are pH 5.0-6.5 and 40-60 °C.

Product type
N522002 is 3 brown liguid with a density of approximately 1.2 g/ml.

Product activity
M522002 has a typical standardized activity of 45 FBGfg, and in addition it has approsimately 470 FXLUfg.

NS 22035

Activity

The relative performance of MS22035 at varying temperature and pH is shown in Figures @ and 10. The testing was
conducted using corn mash at 29% solids at 65 °C for 24 hours. The pH and temperature optima are considered to be
4.5-5.5 and 60-70 *C respectively.

100 m 100 / \
) = 2
£ / |\ e 1/ \
, Fy
£ ® £ *V
: g
g 40 / \ ¥ 70 1
=
2 = & &0
u T L] T L] L T L] LJ T L L] L 5‘|:| T L L Li L4 L T L L)
30 35 40 45 50 55 &0 65 7O 75 80 85 90 3 34 38 42 45 51 55 59 63 67
Temperature (°C) pH
Fig. &: The effect of temperature on the acticvity of WS 22035, Fig. 10: The effect of pH on the activity of NS 22035,
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Novozyme

Krogshoej

2880 B

For mox ormaton,
of for more office addresse

Visit www, novozyme

Main sales offices:

Sydney, Austrafia

Nowvazymes is the workd keader in bivimnovation.
Together with customers across a broad acray
of industries we create tomorrow’s industrial
basolutors, IMproving our customers” business
and the use of our planet’s resources.

With aver 700 products used in 130 countries,
Novazymes” biamnovations impeove industrial
performance and safeguard the world's resources
by affering superiar and sustarable solusons for
tomomow’s eves-changng marketplace

Read more at www. novazymes. com
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Anexo 03

Incubadoras a 120 RPM y a diferentes temperaturas

564,500

sico
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Anexo 04: Absorbancia convertida en g/L

Lecturas en 540nm | | g/L |

2% | 3.5% | 5% 2% | 3.5%| 5% T('ﬁg:g;’

0 0 0 0.00f{ 0.00f 0.00 0

0.016| 0.04| 0.06 0.03|{ 0.07{ 0.11 3

0.02| 0.062| 0.112 0.04{ 0.11| 0.19 6

0.027| 0.077| 0.171 0.05f 0.13] 0.29 9

40( 0.03| 0.119| 0.175 40| 0.05| 0.21] 0.30 12

0.09| 0.194| 0.252 0.16| 0.33| 043 15

0.118| 0.304| 0.501 0.20f 0.52| 0.86 18

0.132| 0.323| 0.572 0.23| 0.55/ 0.98 21

0.15| 0.345| 0.623 0.26| 0.59 1.07 24

0 0 0 0.00{ 0.00f 0.00 0

0.024| 0.111| 0.098 0.04{ 0.19] 0.17 3

0.027| 0.184 0.18 0.05| 0.32[ 0.31 6

0.051| 0.242| 0.229 0.09| 042 0.39 9

45| 0.062| 0.37| 0.264 45| 0.11f 0.63| 0.45 12

0.094| 0.405| 0.346 0.16| 0.69| 0.59 15

0.103| 0.569| 0.398 0.18| 0.97| 0.68 18

0.106| 0.612| 0.453 0.18| 1.05| 0.78 21

0.117| 0.699| 0.487 0.20] 1.20[ 0.83 24

0 0 0 0.00f{ 0.00{ 0.00 0

0.01| 0.011| 0.025 0.02{ 0.02] 0.05 3

0.026| 0.069| 0.103 0.05f 0.12| 0.18 6

0.034| 0.155| 0.113 0.06| 0.27| 0.20 9

50| 0.062| 0.184| 0.278 50| 0.11| 0.32| 0.48 12

0.101| 0.193| 0.356 0.18| 0.33| 0.61 15

0.149| 0.217| 0.475 0.26f 0.37 0.81 18

0.193| 0.231| 0.539 0.33| 0.40f 0.92 21

0.247| 0.275| 0.65 042 047, 1.11 24

En el lado derecho las absorbancias obtenidas del espectrofotometro y al lado izquierdo
son los mismos datos antes mencionados pero transformados a gramos por litro de

glucosa.
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Anexo 05

Curva patron para cuantificacion de glucosa por el método DNS 3,5-acido

dinitrosalisilico (DNS) (Miller, 1959)

N° de Tubos g/L ABS
1 1.6 0.931
2 1.2 0.703
3 0.8 0.475
4 0.4 0.235
5 0.2 0.107
6 0 0

Curva de Calibrado
L 0931

0.9
0.8 EEEE = & 6:763
0.7 B ] =
00 0475
0.5 '

0.4
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0.2 o407
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0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8
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Anexo 06: ISO 17025:2005

Se utilizo dos pautas que indica la norma ISO 17025:2005, mencionando la
trazabilidad y normas técnicas, en este proyecto de investigacién se toma la
importancia de la cadena de frio para la conservacion de la materia prima, tanto en la
seleccion como su respectivo traslado al laboratorio de la facultad de ciencias.

Protocolo que se siguieron fueron METODOS Y CEA'S.

| eoweos | [ mérooos | | PeRsowAL |
»Compra de equipos; »Definir métodos (normas técnicas, -»Sensibilizado;
»Calibracion; A procedimientos normalizados); »Competente;
»Puesta en marcha. |  ,Confirmar y/o validarlos. i »Capacitado;
: -»Incertidumbre de medicion. ¢ »Calificado.
2 i
| AGEW,
| -x“&“ G :
SOCETYs
= o = ey
H '
: '
]
! ISO 17025 .
& ACCREDITED 3
LABORATORY
| CFA 'S | [ DOCUMENTACION | [ INFRAESTRUCTURA |
»Trazabilidad de las mediciones; »Obje.tivos; »Considerar: Espacio suficiente para
»Célculo de CMC; »Politicas; personas, equipos Yy actividades,
»Pruebas inter-laboratorios: »Manual_es.; vibraciones, ruido acustico, particulas
»Ensayos de aptitud »Procedimientos; de polvo, campos electromagnéticos,
»Formatos: presion de aire, lluminacion,
»Regmtrgs; humedad relativa, temperatura,
»Instructivos requlacién de tension).
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