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II. RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto de la aplicacion de la enzima Celulasa fingica en las
cascaras de pifia (Ananas comosus) de la variedad Golden para Ia obtencién de jarabe

glucosado.

Método: Se estudi la hidrolisis enzimatica de las cascaras de pifia al 30% (p/v) a una
temperatura constante de 50°C. Las variables independientes a controlar fueron la
Concentracion de la enzima Celulasa fingica (0,5%, 1% y 1,5% p/v) y el Tiempo de
hidrolisis (18, 24 y 30 horas). Las variables dependientes fueron el porcentaje de
Azicar Reductor y el porcentaje de Equivalente de Dextrosa (D.E.) de las muestras
hidrolizadas enzimaticamente. El disefio experimental fue completamente al azar con

modelo factorial 32.

Resultado: Se obtuvo jarabes glucosados a partir de cascaras de pifia (Ananas
comosus) de 1a variedad Golden por la hidrélisis enzimatica de la Celulasa fingica. Los
mayores porcentajes de Aziicar Reductor y de Equivalente de Dextrosa se presentaron
en la Concentracion de Celulasa al 1.5% (p/v) durante un Tiempo de hidrolisis de 30
horas con valores promedio de 14.5% de porcentaje de Aziicar Reductor y de 31.3%
de porcentaje de Equivalente de Dextrosa.

LN

Conclusiones: En 1a hidrolisis enzimgti'ca con Celulasa fangica al 1.5% (p/v) y 30
horas se obtuvo un pr:)ducto de mayor valor agregado, se definieron las condiciones de
operacién y las etapas del proceso que deberian ser adaptadas para la produccion de

Jarabe glucosado a partir de cascaras de pifia (Ananas comosus) de la variedad Golden.

Palabras clave: Cascara de pifia, Lignocelulosa, Celulasa, Jarabes glucosados.



IL ABSTRACT

Objective: To determine the effect of the application of the fungal cellulase enzyme

on pineapple peels (dnanas comosus) of the Golden variety to obtain glucosed syrup.

Method: Enzymatic hydrolysis of pineapple peels was studied at 30% (w/v) at a

constant temperature of 50 © C. The independent variables to be controlled were the
concentration of the fungal celflulase enzyme (0.5%, 1% and 1.5% w/v) and the
hydrolysis time (18, 24 and 30 hours). The dependent variables were the percentage of
Reducer Sugar and the percentage of Dextrose Equivalent (D.E.) of the enzymatically
hydrolysed samples. The experimental design was completely randomized with a

factorial model 32.

Result: Glucosed syrups were obtained from pineapple peels (4nanas comosus) of the
Golden variety by the enzymatic hydrolysis of the fungal cellulase. The highest
percentages of Reducer Sugar and Dextrose Equivalent were presented in the Cellulase
Concentration at 1.5% (w/v) during a hydrolysis time of 30 hours with average values
of 145% of reducing sugar percentage and 31.3% of percentage of Dextrose

Equivalent.

Conclusions: In the enzymatic hydrolysis with fungal cellulase at 1.5% (w/v) and 30
hours a product of higher added value was obtained, the operating conditions and the
stages of the process that should be adapted for the production of glucosed syrup were

defined. from pineapple peels (4nanas comosus) of the Golden variety.

Key words: Pineapple peel, Lignocellulose, Cellutase, Glucose syrups.



III. INTRODUCCION

3.1: Problema

La tendencia mundial es el notable crecimiento en la generacion de residuos, derivado
del incremento en la generacion de productos comercializables. A partir del marco de
referencia anterior, se puede entonces decir que los residuos agroindustriales son
materiales en estado sélido o liquido que se generan a partir del consumo directo de
productos primarios o de su industrializacién, y que ya no son de utilidad para el
proceso que los generd, pero que son susceptibles de aprovechamiento o
transformacion para generar otro producto con valor economico, de interés comercial
y/o social. El problema al que se enfrentan los residuos agroindustriales es que no existe
una clara conciencia ambiental para su manejo, ademas de que falta capacidad
tecnologica y recursos econémicos para darles un destino final, asi como una
legislacion especifica para promover la gestién de este tipo de residuos, que asegure un
buen manejo desde su generacion hasta su disposicién final. Atin en nuestros dias, esta

problematica prevalece a nivel mundial.

En nuestro pais los mercados y las industrias agroalimentarias generan una gran
cantidad de residuos sélidos vegetales que comprometen gravemente los ecosistemas
por su alta concentracion de materia organica. Nuestras ciudades generan cada vez mas
cantidad de residuos cuya disposicién final se realiza en botaderos a cielo abierto o
cuerpos de agua constituyendo un problema para la salud publica, ademds los elevados

volumenes suponen importantes costos de recoleccion y disposicién final.

Pese a esto, los residuos organicos también son una fuente importante de compuestos

que pueden ser utilizados debido a sus propiedades favorables tecnolégica o
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nutricionalmente, de hecho, recientemente se ha mostrado que los residuos de citricos

contienen antioxidantes que pueden tener un efecto benéfico para la salud humana.

Al buscar una oportunidad de aprovechamiento de los residuos, se hace necesaria su
caracterizacion para conocer su composicion, la calidad de sus componentes y la
cantidad que se genera, con esto se pueden definir las tecnologias mas apropiadas para
su aprovechamiento y posterior tratamiento. En la busqueda de oportunidades de
aprovechamiento de residuos este aspecto debera ser considerado, con un enfoque de

responsabilidad ambiental.

Actualmente, la utilizacion de residuos agroindustriales, como materia prima de bajo
costo, en procesos biotecnolégicos para la obtencion de productos quimicos finos, se
perfila como una opcion atractiva para reducir la dependencia del petréleo y, al mismo
tiempo, obtener nuevos compuestos que son econdmica o técnicamente inviables de
obtener por sintesis quimica. (Gil-Horan R. 2008).

La alta produccion de residuos solidos organicos esta impulsando a los investigadores
a estudiar los productos agricolas y subproductos de las mismas después de ser
sometidas a procesos de transformacion agroindustrial, estos subproductos o residuos
en su mayoria corresponden a biomasa lignoceluldsica rica en polimeros de celulosa y
hemicelulosa entre 75-80% (Sanchez Riafio, 2010). Por ejemplo, de la hidrélisis de
residuos lignocelulésicos como la cascara de frutas que en su gran mayoria son
consideradas biomasas desvalorizadas, se puede obtener jarabes glucosados para

obtener bioetanol (Tejeda L. et al., 2010).

Por tal motivo, en esta investigacion se pretende obtener dextrinas y jarabes glucosados
a partir de una materia prima diferente a la convencional como es el maiz y utilizar en
este caso la cascara de pifia como tinica materia prima esencial del proceso y darle valor
agregado a productos o subproductos a partir de cascara de pifia, esta seria una opcién

para incrementar el nivel comercial de este insumo en nuestro pais.

11



3.2: Importancia y justificacién de la investigacion
Importancia de la investigacién

En nuestro pais, el mercado industrial y minorista utiliza del fruto de la pifia, la pulpa
para el procesamiento y posterior consumo, mientras que las cascaras son desechadas
sin conocer que estos pueden ser aprovechados para ser procesados y obtener

subproductos como los jarabes glucosados.

Los residuos industriales de la pifia son una alternativa de bajo costo para la produccién
de jarabes glucosados. Este desecho contiene azicares simples fermentables (glucosa,
fructosa y sacarosa) y cantidades significativas de celulosa y de hemicelulosa

potencialmente hidrolizables. (Vincent et al., 2006).

Este trabajo trata de sustentar conceptual y metodologicamente la importancia de
aprovechar los residuos orgénicos agroindustriales generados del procesamiento de la
pifia para obtener productos intermedios de alto valor agregado y su impacto en Ia

calidad de Yos productos derivados para consumo humano.

Los jarabes de glucosa es uno de los productos de gran valor comercial que pueden
sustituir a la sacarosa o azicar de mesa, o puéden ser utilizados para la obtencion de
Jarabes de fructosa. Son soluciones concentradas y purificadas de sacaridos nutritivos
obtenidos a partir de hidrolisis 4cida o enzimatica. (Madrid A, y Cenzano J. 2001).

Este trabajo de investigacion es un aporte de beneficio para empresas de transformacién
de materia organica, industria quimica, industria farmacéutica, empresas
agroindustriales, mercados y de consulta para profesores, profesionales, alumnos y
empresarios afines al quehacer alimentario, y en consecuencia participar fortaleciendo

a la institucion.
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La presente investigacion es viable en cuanto a recursos humanos, materiales y tiempo
y permite sustentar conceptual y metodologicamente la importancia de aprovechar los
residuos organicos agroindustriales generados del procesamiento de la pifia para
obtener productos intermedios de alto valor agregado y su impacto en la calidad de los

productos derivados para consumo humano.

En cuanto a la delimitacidn del proyecto, las etapas experimentales de la presente
investigacion se realizaron en las instalaciones de los laboratorios de la Faculta de

Ingenieria Pesquera y de Alimentos de la Universidad Nacional del Callao.

Justificacion de la Investigacién

El interés social por la conservacion del medic ambiente ha resultado en el
endurecimiento de legislaciones ambientales y cambios de politica fiscal que buscan
impulsar a la industria quimica y reducir su impacto ambiental. Por tal motivo, la
utilizacién de residuos agroindustriales como materia prima de bajo costo, para la
obtencién de productos quimicos finos por biotransformacion estd ganando interés.
Esta opcion de transformar desechos en nuevas materias primas se perfila como una
opcion atractiva para reducir la dependencia del petroleo y, al mismo tiempo, obtener
compuestos que son econémica o técnicamente inviables de obtener por sintesis

quimica tradicional. (Gil-Horan R. et al., 2008).

En ¢l Perti se genera un gran volumen de desechos sélidos (cascara y bagazo), producto
de la obtencion de jugo y conservas de pifia, siendo deseable su aprovechamiento para
la produccion de productos de alto valor agregado y la eliminacién de una fuente de

contaminacion tmportante.
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El uso racional de los recursos es un factor importante que orienta al disefio a sumar
esfuerzos para crear estrategias de consumo y reduccion de impactos generados a lo
largo del ciclo de vida de los productos; de esta forma, en los proceéos de desarrollo y
fabricacién de productos debe considerarse el aprovechamiento concientizado de los
residuos que se generan, asi como la utilizacion de la materia prima residual para la
creacion de nuevos productos, ayudando ademas, a la busqueda del equilibrio

sostenible del planeta. (Heméndez Neria G. et al., 2015).

La pifia es un producto altamente utilizado a nivel mundial, por la variedad de
subproductos, como: jugos de pifia, jaleas, vinagre, productos farmacéuticos,
produccion de cerveza y otros. Siendo el fruto de la pifia el producto mas utilizado
como tal; pero los ejes de inflorescencia y cascara que son los residuos producidos de
este producto, algunas veces quedan en el abandono y no son utilizados; es el caso de

la cascara de pifia.

La pifia es la tercera fruta tropical de importancia econémica en el mundo, su
produccion a nivel mundial, entre 2006 - 2010, fue de 17,5 — 18 millones de toneladas
de fruta fresca, siendo Filipinas, Brasil, Costa Rica, Tailandia y China los principales
paises productores, los cuales representan el 55% del total de la produccion (Adegbite
et al., 2014).

Es importante que el residuo esté disponible localmente y en las cantidades necesarias
para asegurar la fabricacion de un producto de interés. (Saval S. 2012). En este sentido
los desechos de la industrializacién de la pifia constituyen hasta el 65% del fruto.
Ademés de la corona (parte superior del fruto), el corazon y las cdscaras, se genera el
rastrojo, el cual corresponde al material vegetal de 1a planta y se elimina después del
ciclo comercial. Se ha determinado que, por hectarea de pifia cultivada, se genera cerca
de 300 TM de rastrojo. (Araya S., 1998).

14



La produccion de jarabes de ghicosa y fructosa en nuestro pais, es muy limitada ya que
existen muy pocas compaiiias dedicadas a esta actividad cuya produccién apenas

abastece una parte mercado nacional y el resto se tiene que importar.

El interés para desarrollar la presente investigacién surge a partir de la falta de
aprovechamiento de residuos sélidos vegetales y, asimismo, los mercados y las
empresas agroindustriales disminuiran los costos asociados a la disposicitn de residuos
solidos vegetales y por lo tanto el impacto al ambiente sera menor. Este trabajo
pretende utilizar las cascaras de pifia como sustrato para la produccién de metabolitos
de interés como jarabes glucosados al utilizar enzimas celulasas en las cascaras de pifia
y se puede obtener un valor econémico ambiental porque va a originar un producto due
puede ser utilizado en la agroindustria, emﬁresas de transformacion de materia

organica, industria quimica y farmacéutica.

15



1I¥.  MARCO TEORICO

4.1: Piiia

La pifia (4nanas comosus L.) es originaria de América del Sur, del centro y Sureste de
Brasil, y Noreste de Argentina y Paraguay. Ha sido seleccionada desarrollada y
domesticada desde tiempo prehistoricos. En la actualidad los frutos de pifia y sus
derivados tienen gran importancia econémica en las regiones tropicales y subtropicales
del mundo (Jiménez B., 2014).

La piiia (Ananas comosus (L.) Merr) es el fruto de las plantas, tales como arbustos se
cultiva ampliamente en las zonas tropicales y subtropicales (Jaelani A., 2013), la
produccion de pifia en el Pert aumento del 2007 al 2013 de 212,1 mil toneladas a 438,6
mil toneladas (Ministerio de Agricultura y Riego, 2014), la pifia tiene un sabor dulce
conteniende solidos solubles alrededor de 12°Brix y la variedad roja trujillana es la
mas acida, soporta bien el almacenamiento, transporte y la duracion de la pifia en

anaquel es bastante larga (Carhuancho P., 2011).

Como sabemos el cultivo de la pifia se concentra principalmente en la selva centrat del
Pert, donde se plantan las dos variedades tradicionales “Samba” y “Hawaiana™ y las
introducidas “Cayena Lisa” y MD-2, actualmente conocido como Golden. Pero, la
pifia, es cultivada en toda la selva peruana donde se plantan un sin niimero de tipos; de
las que sobresalen los ecotipos “Pucalpina o Negra”; “Motilona”, “Blanca”, “Aziicar”,
“Real” o “Hawaiana”; “Casha pifia”, “Guacamayo”, “Roja Trujillana” entre otros.
(Caceres P. 2008).

La pifia es la que mayor industrializacién puede desarrollar por ser transformada en

Jugo concentrado, trozos y rebanadas (CNSPP, 2009). Para su consumo en fresco es

considerada como una buena alternativa, por ofrecer un sabor exético y poseer un alto

16



contenido en vitamina A y C, ademss de fibra y propiedades diuréticas La pifia es una
planta natural de los tropicos americanos y pertenece a la familia de las bromelias.
Aunque la planta tiene un gran valor ornamental, su fruta es considerada una de las mas

exquisitas y exdticas que se producen en el mundo (COVECA, 2010).

En la Figura N° 4.1 se muestra las caracteristicas morfoldgicas de la planta v fruto de
la pifia (4dnanas comosus).
FIGURA N° 4.1
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE PLANTA Y FRUTO DE
PINA (4nanas comosus)

Iv

Fuente: Caceres P. (2008).

Descripcion Botinica de la Piiia

La pifia pertenece a la familia de las Bromeliaceas, que comprende unas 1.400 especies
de plantas, casi todas herbaceas, de hoja perenne y con flores muy llamativas. Algunas
de ellas producen enzimas proteoliticas (que disgregan las proteinas de los alimentos)

y se localizan sobre todo en América tropical. (Sandoval 1., 2011).

17



En la Tabla N° 4.1 se muestra la clasificacion botanica de la Pifia Ananas comosus.

TABLA N° 4.1
CLASIFICACION BOTANICA DE LA PINA Ananas comosus.

Reino ‘Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Subclase: Commelinidae

Orden: Poales

Familia: Bromeliaceae
Subfamilia: : Bromelioideae

Género: . Ananas

Especie: A. comosus (L) Merr.1917

Fuente: National Center for Biotechnology Information (NCBI), 2018.
4.2: Composicién y valor nutritivo.

Nutrimentalmente, la parte comestible de la pifia esta constituida principalmente por
un 85-90 por ciento de agua y de 8 a 10% de azucares de los cuales dos terceras partes
se encuentran en forma de sacarosa y el iesto como glucosa y fructosa {Olivares P,
2003). Practicamente no contiene almidén y su contenido de proteinas y grasa es muy
baja. Contiene 0.6 a 0.9 % de 4cidos de los cuales el 87 % es acido citrico y el resto
acido mélico (Arias C. y J. Toledo, 2000).

Este rol nutritivo de la pifia también es debido a que es una buena fuente de fibra

dietética, al respecto Ramulu P. y Udayasekhara R. (2003) sefialaron que esta fruta
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presenta un 20% de fibra dietética, correspondiendo 16,43% a fibra insoluble y 3,57%

a fibra soluble, en base seca.

En la Tabla N° 4.2 se muestra las determinaciones quimicas proximales a muestras

representativas de pifia.

TABLA N° 4.2,
DETERMINACIONES QUIMICAS PROXIMALES A MUESTRAS
REPRESENTATIVAS DE PINA (4nanas comosus)

Caracteristica | Pifa (%)
Humedad 90,9
Proteina 0,58
Grasa 0,24
Carbohidratos 7,98
Fibra cruda 0,62
Ceniza 0,30
Vitamina C (mg) | 65,04
°Brix 10.8
Acidez titulable | 1,47
pH 3,38

Fuente: Cubas Juarez L. M. et al,, 2016.

Los 4cidos de mayor importancia en 1a pifia, basado en su concentracién son el citrico
y el malico. De estos, el primero aporta alrededor del 80% de 1a acidez total. También
existe en la fruta pequefia cantidad de acido ascorbico, pero este contribuye en muy

baja proporcion a su acidez (Morales, M., et al., 2001).
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Durante la post cosecha la acidez titulable exhibe un leve aumento, pero posteriormente

tiende a bajar hasta llegar ligeramente arriba de su punto inicial. (Tejeda L., 2010).

En la Tabla N° 4.3 se muestra las caracteristicas fisicoquimicas de la pifia.

TABLA N° 4.3
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA PINA
(Ananas comosus)
Acidez Total | pH Acido Azicares Azicares
Titulable (% Propiénico Totales (%) | Reductores
Ac Citrico) (ppm) (%)
0.71 3.83 273 6.22 3.17

Fuente: Morales, M., et al., 2001.

4.3: Componentes de la Cascara de pifia

Aprovechamiento y valoracién de residuos de Ia piiia

La cascara de pifia estd compuesta principalmente por fibra (77.61), proteina cruda
(6.56%) y carbohidratos no estructurales (12%). (Montilla, M., & Alvarez, C., 2007).
La cascara y la corona estan constituidas principalmente por celulosa, hemicelulosa y
lignina, las cuales la hacen no comestibles para los humanos, pero potencialmente
aprovechables para obtener otros productos de valor agregado. (Swaroopa R. &
Krishna N, 2004).

El deficiente manejo y disposicion que se hace de los desechos agroindustriales esta
conduciendo a preocupantes problemas ambientales que va en aumento debido a la

produccion de desechos, los cuales directa o indirectamente llegan a las corrientes
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superficiales y por otra parte deteriora los suelos y pastizales agricolas. Debido a la
problemdtica ambiental por residuos generados al afio se ha despertado cierto interés
para el aprovechamiento de los desechos considerados como residuo para la obtencion

de nuevos productos de valor agregado (Saval S., 2012).

De acuerdo a la bibliografia consultada se han realizado estudios como la obtencion de
celulosa y bioetanol a partir del bagazo de pifia, en la cual se presentan producciones
de etanol del 35% con bagazo y del 57% con celulosa, por tieinpos de fermentacién de
48 y 72 h (Antonio C. et al, 2011). Por otra parte, Quesada-Solis K. et ., (2005),
menciona el aprovechamiento de fibras del rastrojo de piifa para reforzar resinas de
poliéster, observando mejoras en la resistencia a la ruptura por tension. Asimismo,
Garcia-Rosales G. ef al., (2013), presenta la preparacién de carbones acondicionados
con nano particulas utilizando cascaras de pifia tratadas con sales de hierro, obteniendo
materiales carbonosos con area superficial esférica de 167 m%/g y nano particulas de

hierro con un didmetro entre 10 y 30 nm.

Composicion de la lignocelulosa.

La biomasa lignocelulésica estd compuesta por los polisacaridos, lignina y otras
sustancias. (Medina M. ef al., 2011).

a. Polisacarides.

En su mayoria, los carbohidratos presentes en la naturaleza se encuentran en forma de
polisacaridos, estos no solamente estin compuestos por azicares unidos por enlaces
glucosidicos, sino también pueden contener estructuras sacaridas poliméricas unidas
por enlaces covalentes a aminodcidos, péptidos, protefnas, lipidos y otras estructuras
(Pérez et al., 2002).
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Comprende del 60-80% del material lignoceluldsico. Este componente hace referencia
a la celulosa y hemicelulosa que son hidrocarbonos de alto peso molecular (Mathews,
CK., K.E. Van Holde Y K.G. Ahern. 2004).

Celulosa

La celulosa es el polimero més abundante de la naturaleza, recibe el nombre de
biopolimero ya que forma parte de estructuras bioldgicas vegetales. Su estrucfura estd
formada por mondmeros de glucosa unidos por enlaces en el carbono 1 y el carbono 4
por medio de una unién B, es de peso molecular alto. (Laureano-Pérez, 2005 ).

La celulosa es un polimero de D-glucosa unida por enlaces glucosidicos B-1,4 (Figura
N° 4.2), que se estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas por
puentes de hidrogeno y fuerzas de van der Waals intramoleculares, formando una
estructura cristalina resistente a la hidrélisis y regiones amorfas susceptibles a la
degradacion enzimética (Ovando C. & Waliszewski K., 2005).

FIGURA N° 4.2
ESTRUCTURA DE LA CELULOSA

Celulosa

Fuente: Mathews, CK., K.E. Van Holdc Y K.G. Ahern. 2004,
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Los extremos del polimero son asimétricos, los que contienen el carbono anomeérico
(C1) libre de la molécula de glucosa pueden reducir a un miimero de oxidantes (como
el cobre, etc.), y se conocen como extremos reductores. Mientras que el C4 con un
radical hidroxilo libre es el extremo no reductor (McKee T. & McKee 1., 2014). El
arreglo de las moléculas de celulosa en la pared celular de las plantas es jerarquico. La
configuracion tridimensional es estabilizada mediante interacciones de van der waals,
y consiste de 30 moléculas lineales, de entre 10,000 y hasta 14,000 moléculas de
glucosa, que forman una estructura conocida como protofibrilla; ésta a su vez se asocia
con otras protofibrillas para formar la fibrilla de celulosa. Por altimo, las fibrillas se
ensamblan entre ellas para formar las fibras de celulosa que son entrelazadas mediante
interacciones no covalentes con la hemicelulosa y la lignina (Lynd et al., 2002). Dentro
de las fibras de celulosa se distinguen diferentes regiones que van desde las mas
organizadas (regién cristalina) y hasta las desordenadas (region amorfa). La
caracteristica cristalina de la celulosa se debe a que los componentes moleculares de
las microfibrillas estin organizados muy compactamente mediante puentes de
hidrogeno. La naturaleza estructural de la celulosa cristalina la vuelve insoluble en la
mayoria de los solventes, incluyendo el agua, y evita que sea atacada por enzimas
microbianas. A este fendmeno se le conoce comd recalcitrancia (Himmel M. ef af.,
2007).

La celulosa esta muy bien protegida para el ataque por agentes quimicos y biolégicos.
Las moléculas se encuentran solo dentro de las microfibrillas y rodeadas de una matriz
de otros materiales reactivos; dos terceras partes de la celulosa estan en forma cristalina
y la mayoria de la celulosa se encuentra en la capa S2 de la pared celular que no estd
expuesta a los agentes externos. Esto supone la existencia de sucesivas barreras
protectoras que dificultan el acceso de agentes quimicos y enzimas a las cadenas de
celulosa. (Martin C. y P. Manzanares, 1994).

Las estructuras fibrilares estdn estabilizadas lateralmente por puentes de hidrégeno

entre grupos hidroxilo intra e intermoleculares y todos los atomos de carbono estan
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fijados en una posicién concreta respecto a los ofros. Las regiones donde las
microfibrillas presentan una estructura altamente ordenada se llaman regiones
cristalinas y las regiones con una estructura menos ordenada se denominan amorfas,
por ello la celulosa se considera un polimero semicristalino. Cuanto mas ordenada y
cristalina es la celulosa resulta menos soluble y mas dificil de hidrolizar (Zhang H. y
Lynd L., 2004; Laureano-Pérez L. et al., 2005).

Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacaridos formado por pentosas
(D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) que forman
cadenas ramificadas y los acidos 4- O-metilglucurénico, D-galacturénico y D-
glucurdnico, los azicares estin unidos por enlaces B-1,4 y ocasionalmente por enlaces
B-1,3 (Pérez J. et al., 2002).

La cadena principaI recibe el nombre de xilano: polimero de xilosas unidas por enlaces
B-1,4, sustituidos con residuos del 4cido a-D-glucurénico y de o-L-arabinosa,
facilmente hidrolizables (Mathews, C., K.E. Van Holde y K.G. Ahern, 2004).

La hemicelulosa por su parte, es el segundo polisacarido mas abundante en la
naturaleza. A diferencia de la celulosa su estructura no es homogénea. Esta formada de
pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (glucosa, galactosa y manosa) y compuestos
fendlicos (como el 4cido ferdlico y p-cumdrico). Las hemicelulosas son polidispersas
(lo que significa que tienen un grado de polimerizacién variable) y altamente
ramificadas, con sustituyentes de diferentes tipos (Saha B., 2003). La frecuencia y
composicion de las cadenas depende de cada especie vegetal en particular y del método
con el que fueron extraidas (Puls J. ef al,, 2005).
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En la Figura N° 4.3 se muestra la estructura de la hemicelulosa.

FIGURA N° 4.3
ESTRUCTURA DE LA HEMICELULOSA

Hemicelulosa
HQ sy HO
O O (@)
OH O O
Q QO (@
H  nHo J H

Fuente: Mathews, CK., K.E. Van Holde Y K.G. Ahern. 2004.

Se han identificado dos tipos de hemicelulosa: en las maderas duras ésta existe
mayormente en forma de xilanos, en las que los esqueletos homopoliméricos del xilano
son cadenas de residuos de -D-xilopiranosa con uniones 1,4. Mientras que las maderas
suaves contienen principalmente gluicomanano. Se considera que las moléculas de
hemicelulosa se encuentran altamente entrecruzadas mediante puentes diferlicos
formando una red en la que se encuentran embebidas las microfibrillas de celulosa, al
tiempo que proteinas de la pared celular también forman puentes con el acido ferulico,
dandole gran resistencia e insolubilidad a toda la estructura Estas propiedades, junto
con la lignina, contribuyen a la elevada recalcitrancia de los materiales celuldsicos.
(Saha B., 2003).

25



Lignina

Es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado formado por alcoholes
arométicos que da soporte estructural, rigidez, nmmpermeabilidad y proteccion a los
polisacaridos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y es altamente resistente a la

degradacién quimica y biologica (Pérez J. et al., 2002).

La lignina es la tercera fraccion mayoritaria de los materiales lignocelulosicos la
constituye un polimero de naturaleza heterogénea que varia en la proporcion de sus
monémeros constitutivos y el tipo de enlaces entre ellos, dependiendo del tipo de
vegetal, tejido del que se trate o incluso capa de la pared celular considerada. En
general, su estructura puede definirse como un polimero tridimensional constituido por
la asociacion de unidades monoméricas de estructura basica de tipo fenilpropano
ligadas por diferentes tipos de enlaces que se alternan de manera desordenada (Figura
N°4.4). Basandose en su posible biogénesis, La lignina se ha definido como un
polimero tridimensional cuya estructura basica es el resultado de la polimerizacién de
unidades de alcohol p-hidroxi cindmico con diferente contenido de sustituyentes

metoxilo. (Martin C. y P. Manzanares, 1994),

FIGURA N° 4.4
ESTRUCTURA DE LA LIGNINA

Lignina

Fuente: Mathews, C K., K.E. Van Holde y K.G. Ahern. 2004,
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b. Otras sustancias.

Son aquellas que no hacen parte de la estructura de l1a pared celular, ejemplo de estas
son: grasas, ceras, alcaloides, proteinas, fenoles simples y complejos, aziicares simples,
pectinas, mucilagos, gomas, resinas, terpenos, etc. Estas pueden ser intermediarios

metabdlicos o que simplemente aportan propiedades fisicas.

En la Tabla N° 4.4 se muestra la composicién quimica proximal de 1a cascara de pifia

seca y fresca.

TABLA N° 4.4
COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL DE LA CASCARA DE PINA SECA
Y FRESCA
Parametros Hiimeda Seca
Humedad (%) I 707 2743
Sélidos totales (%) ~ 29.03 7257
Sélidos volatiles (%) 96.12 95.90
' pH | 4.70 4.70
Cenizas (%) 3.88 4.10
' % en base seca
Celulosa 11.20 1200
Hemicelulosa 7.00 6.50
Pectina 6.70 7.10
' Sélidos en éter solubles 6.10 6.70
Proteina _ 3.13 3.30
Azicaresreductores | 2580 | 2780
Azicares no reductores | 5.70 490
Lignina 11.52 11.00
Acidos grasos volétiles 800 650
{mg/L)

Fuente: Swaroopa R. & Krishna N., 2004.
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La cascara de pifia estd compuesta principalmente por fibra (77.61), proteina cruda
(6.56%) y carbohidratos no estructurales (12%). (Montilla, M., & Alvarez, C., 2007).
La cdscara y la corona estdn constituidas principalmente por celulosa, hemicelulosa y
lignina, las cuales la hacen no comestibles para los humanos, pero potencialmente
aprovechables para obtener otros productos de valor agregado. (Swaroopa R. &
Krishna N., 2004).

4.4: Pretratamientos de la biomasa lignoceluldsica

En los ultimos afios, se ha avanzado en el desarrollo de procesos de pretratamiento e
hidrélisis mas efectivos que conducen a un mayor rendimiento de azicares. (Talebnia
etal., 2010)

Para procesar la biomasa lignocelulosica se requiere las siguientes etapas: a) reduccion
de tamaiio, si es necesario b) pretratamiento, ¢) hidrolisis de celulosa y hemicelulosa.
Estas etapas pueden llevarse a cabo mediante distintas configuraciones de proceso y

dentro de cada una de ella existen maltiples alternativas. (Merino S. y Cherry J. 2007).

Para poder procesar adecuadamente los materiales lignoceluldsicos es necesario
someterlos a pretratamientos para poder favorecer la hidrolisis de la celulosa para
generar azicares fermentables mediante el uso de celulasas (Medina M. et al,, 2011).
La lignocelulosa es altamente resistente a hidrolisis, ya que el conjunto de celulosa,
hemicelulosa y lignina, estan unidos entre si por enlaces covalentes, diversos puentes
intermoleculares y fuerzas de van der Waals (Kumar S. et al., 2010). El fin de someter
a pretratamientos al material vegetal es facilitar la hidrélisis principalmente de la
celulosa ya que la conformacion natural, llamada cristalina, es muy resistente a
hidrolisis. Los pretratamientos promueven la generacién de regiones amorfas en la

celulosa las cuales son mas susceptibles a hidrolisis (Hu Z. y Wen Z., 2008).
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En la Tabla N° 4.5 se muestran los tipos de pretratamientos para materiales

lignocelulosicos con algunos ejemplos de pretratamientos.

TABLA N° 4.5
PRETRATAMIENTOS PARA MATERIALES LIGNOCELULOSICOS.

Pretratamiento | Descripcién

Fisico Reduccion de tamafio de particula para aumentar

el area de superficie de hidrolisis.

Autohidrolisis | Altas temperaturas (150 - 180 °C) y presion, 1a
hemicelulosa y lignina comienzan a solubilizarse

dejando a 1a celulosa mas expuesta.

Quimicos Solubilizan la lignina y la hemicelulosa dejando a
la celulosa expuesta para ser hidrolizada. Se

emplean acidos y/o bases.

Oxidativos Se agregan agentes oxidantes como dcido acético,
peroxido de hidrogeno u ozono, donde se afecta a

la {ignina y hemicelulosa.

Bioldgicos Utilizacién de hongos y bacterias capaces de

solubilizar la lignina y dejar expuesta 1a celulosa

para ser hidrolizada.

Fuente: Arellanc P. 2015.

Existen diversos procesos para llegar'al mismo fin, donde el proceso va desde un
tratamiento mecanico, como la reduccion de tamaito de particula para aumentar el area
de superficie de hidrdlisis y disminuir el grado de polimerizacién de los compuestos
(Palmowski L. y Mueller J., 1999).
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También se usan tratamientos térmicos donde el efecto es que a altas temperaturas (150
~ 180 °C) la hemicelulosa y lignina comienzan a solubilizarse dejando a la celulosa
mas expuesta para ser hidrolizada. Se han usado tratamientos 4cidos y alcalinos, los
cuales promueven de igual manera la solubilizacion de la lignina y principalmente la
hemicelulosa teniendo el mismo proposito que el tratamiento térmico. También se
puede optar por tratamientos oxidativos, donde se agregan agentes oxidantes como
&cido peracético, peroxido de hidrogeno u ozono, donde el objetivo es afectar 1a lignina
y hemicelulosa y promover la accesibilidad a la celulosa para su hidrolisis. A excepcion
de los tratamientos mecanicos, los tratamientos quimicos (acidos, dlcalis u oxidacion)
se pueden combinar con los térmicos para poder aumentar la susceptibilidad de la
celulosa al hidrélisis (Hendriks A. y Zeeman G., 2009).

En la Figura N° 4.5 se muestra el esquema del cambio estructural del material
lignoceluldsico luego de un pretratamiento sobre la biomasa lignocelulésica que es la
exposicion de la celulosa rompiendo Ia lignina y hemicelulosa que la cubren (Mosier
N.etal,2005).
FIGURA N° 4.5
EFECTO DEL PRETRATAMIENTO SOBRE LA BIOMASA
LIGNOCELULOSICA

PSR

Cahtera

Fuente: Mosier N. ef ai_, 2005).
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Una vez que se haya encontrado el pretratamiento adecuado para el material con el que
se va a trabajar, se procede a hidrolizar el material para generar aziicares monomeéricos.
Medina M. ef al., 2011.

La conversion de biomasa lignocelulésica a etanol es un proceso complejo debido a ia
estructura quimica de la pared celular de este material vegetal, por lo tanto, es necesario
implementar un tratamiento previo el cual permita pasar de un complejo celulésico a
aziicares fermentables que contengan principalmente glucosa (Han M. et al., 2011),
Como proceso de pretratamiento se han explorado diferentes métodos como la
hidrolisis 4cida concentrada (Liao W. et al., 2006), acida dilnida (Cara C. et al., 2008),
tratamiento alcalino (Carrillo F. et ai., 2005), tratamiento con solventes organicos (Xu

F. et al., 2006) entre otros.
4.5: Hidrélisis enzimatica

En esta etapa se produce la liberacion de aziicares simples que provienen del material
lignocelulésico degradado por enzimas especificas para este proposito. Las enzimas
involucradas en este proceso son principalmente las endoglucanasas, exoglucanasas y
B-glucosidasas (Talebnia F. et al., 2010), que trabajan sinérgicamente en la liberacion
de glucosa. Las endoglucanasas atacan sitios internos de las regiones de baja
cristalinidad de la fibra de celulosa para transformarla en cadenas de extremos libres.
Las exoglucanasas atacan los extremos libres, removiendo unidades de moléculas de

celobiosa, las cuales son transformadas en glucosa por ia accién de las B-glucosidasas.

La Ecuacion 4.1 ilustra el mecanismo utilizado para la transformacion de celulosa a

simples unidades de glucosa.

Endoglucanasas
(CoHyz05),y,  EXOQhucOnAsGs  ncoy,0,, B-glucosidusas  anc g g,
Celulosa " (Celohiosa Glucosa

Ecuacion 4.1
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De acuerdo a lo reportado por Talebnia F. et al., (2010); Castro C. et al,, (2004), la
hidrolisis enzimatica sufre de inhibicion por sustrato y por producto final, lo que puede
afectar importantemente la liberacion de glucosa.

La hidrdlisis enzimatica de carbohidratos de plantas ha emergido como la tecnologia
més prominente para la conversién de biomasa en mondémeros de aziicares para la

subsecuente fermentacion y generacion de bioetanol (Liscano M., 2014).

En la Figura N° 4.6 se muestra la representacion esquemética de hidrélisis de la
celulosa amorfa y microcristalina por celulasa no complejada (A) y complejada (B)
sistemas. Los cuadrados sélidos representan extremos reductores, y los cuadrados
abiertos representan extremos no reductores. se indican las Regiones amorfas y
cristalinas. La celulosa, las enzimas y los productos hidroliticos no se muestran a
escala. (Lynd R. et al., 2002).
FIGURA N° 4.6
REPRESENTACION ESQUEMATICA DE HIDROLISIS DE LA CELULOSA
MICROCRISTALINA Y AMORFA POR EL COMPLEJO CELULASA
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Fuente: (Lynd R. et al., 2002).
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Durante el pretratamiento el sustrato lignoceluldsico aumenta la digestibilidad con el
incremento de la porosidad permitiendo la accesibilidad de las celulasas a la celulosa.
(Bohorquéz C. y Herrera S., 2005).

Las celulasas son una mezcla de tres enzimas que actian simultaneamente en la
hidrolisis de la celulosa: endoglucanasa, celobiohidrolasa y celobiasa (f—glucosidasa).
Las primeras dos enzimas actian directamente en la celulosa. Los principales
productos de reaccién son la celobiosa y la glucosa; la celobiosa es entonces
hidrolizada a glucosa por la celobiasa. Las endoglucanasas y las celobiohidrolasas
degradan a las celodextrinas solubles y a la celulosa amorfa), sin embargo, la
celobiohidrolasa degrada a la celulosa cristalina de una manera mas eficiente
(Bohorquéz C. y Herrera S., 2005),

Actualmente se propone el uso de enzimas segregadas por hongos filamentosos para la
hidrdlisis enzimatica de residuos lignocelulésicos como son: las celulasas, que
engloban un conjunto de enzimas que hidrolizan la celulosa cristalina a pequeiios
oligosacaridos y posteriormente a glucosa; y las hemicelulasas, que hidrolizan la
hemicelulosa a azucares monoméricos (Krogh K. et al., 2004; Wen N. ef al., 2005,
Sehnem Z et al., 2006).

Paredes M. et al., (2011), informan que la especificidad de hidrélisis hace que Ias
celulasas actien a condiciones bastante especificas u Optimas de pH y temperatura, 5,3
y 50 °C respectivamente. A la temperatura de 50°C produce la mayor cantidad de
glucosa en 1000 ml de sustrato y que a las temperaturas superiores € inferiores a la
optima, la enzima produce menor cantidad de azicares. (ver en anexos, Grafico N°
10.1 y N°10.2 de la pagina 122.
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En la Tabla 4.6 se encuentran los parametros de operacion mas relevantes a los que se
trabaja para la hidrélisis enzimatica. en condiciones Optimas, lo que permite obtener

altos rendimientos de glucosa. (Juri S. 2011; Talebnia ef al., 2010).

TABLA N° 4.6
RANGO OPTIMO DE OPERACION DE LOS PARAMETROS EN LA
HIDROLISIS ENZIMATICA
PARAMETRO RANGO OPTIMO DE OPERACION
Temperatura 45 -55°C )
pH 4-5
Dosis de Celulasa 10 - 30 [FPU/g material lignoceluldsico]
Tiempo de accion 48 -72 horas

Fuente: Juri S. 2011; Talebnia et al_, 2010

La celulasa fingica consta de tres compuestos enzimaticos principales: 1)
endoglucanasas (EC 3.2.1.4) que hidrolizan al azar enlaces glicosidicos en regiones
amorfas de la celulosa generando oligosacaridos, lo que causa la disminucion en la
longitud de las cadenas y un incremento de los azicares reductores, 2)
celobiohidrolasas o exoglucanasas (EC 3.2.1.74) que actiian sobre los extremos no-
reductor y reductor de las cadenas de celulosa liberando glucosa o celobiosa, y 3) B-
glucosidasas (EC 3.2.1.21) que hidrolizan la celobiosa, no fermentable, en glucosa.
Entre las hemicelulasas fingicas destacan fas enzimas hidroliticas del xilano como la
xilanasa y la B-xilosidasa que rompen la cadena principal (Shallom D. y Shoham Y.,
2003) y enzimas que rompen las ramificaciones como las a-L-arabinofuranosidasas
(EC 3.2.1.55), a-D-glucuronosidasas, acetixilano esterasas, fertlico esterasas y f-
galactosidasas (Saha B., 2005).
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Los hongos filamentosos capaces de producir enzimas hidroliticas son: Sclerotium
rolfsii, P. chrysosporium y especies de Trichoderma, Aspergillus, Schizophyllum y
Penicillium (Duoff S. y Murray W., 1996). Las enzimas producidas por el hongo
Trichoderma reesei son las mejor caracterizadas y es por ello que se usan a menudo
para la sacarificacion enzimatica de materiales lignocelulédsicos (Esterbauer H. ef al.,
1991). No obstante, en el caso de la obtencion de bioetanol a partir de los residuos
industriales de la pifia, los estudios se han descatado por el empleo de celulasa y
hemicelulasa provenientes de Aspergillus niger (Martinez C. et. al,, 2008; Conesa C.
etal, 2010).

Las sustancias celulsicas se convierten en azicares fermentables por hidrélisis con

acidos inorganicos, principalmente residuos lignoceluldsicos. (Martinez T., 2002).

Las celulasas son glicosil hidrolasas, y utilizan dos mecanismos de hidrélisis del enlace
glucosidico que generan dos posibles configuraciones estereoquimicas finales Un tipo
de enzimas llevan a cabo una reaccion en la que el carbono anomérico mantiene su
posicion (mecanismo de retencidon) y otro tipo en la que se pierde (mecanismo de
inversion) (Withers S., 2001). Las glicosil hidrolasas se clasifican en base a su
secuencia de aminoacidos. Este tipo de clasificacion, por familias, permite identificar
caracteristicas estructurales de las enzimas, inferir su mecanismo de accion y
determinar relaciones evolutivas entre ellas (Martinez C. et. al., 2008). De acuerdo al
sitio en el que cortan la fibrilla de celulosa se dividen en tres grandes grupos.
Endocelulasas. También denominadas endoglucanasas. Estas son 1,4--D-glucan
glucanohidrolasas (EC 3.2.14) que se- agrupan en las famihas 5, 6, 8, 9 y 12
principalménte, de las glicosil hidrolasas (Baldrian P. & Valaskova V., 2008).

Las endocelulasas actian de forma azarosa sobre las regiones de celulosa amorfa en el
interior del polisacarido, generando oligosacaridos de diferentes tamafios y, por lo

tanto, nuevas cadenas terminales. Exocelulasas. Son también conocidas como
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exoglucanasas, y actian procesivamente en los extremos terminales del polimero
liberando ya sea moléculas de glucosa, las glucohidrolasas (1,4--D-glucan
gluicohidrolasa, EC 3.2.1.74); o celobiosa, las celobiohidrolasas (1,4- -D-glucan
celobiohidrolasas, EC 3.2.1.91) (Baldrian P. & Valaskova V., 2008). -glucosidasas.
Son enzimas -D-glucdsido glucohidrolasas (EC 3.2.1.21), pertenecientes a las familias
1y 3 de las glicosil hidrolasas y se encargan de degradar la celobiosa a monémeros de
glucosa (Baldrian P. & Valaskova V., 2008; Lynd L. ef al., 2002).

Para la efectiva digestion de la celulosa las enzimas fiingicas han evolucionado
mecanismos sinérgicos que les permiten contender con su recalcitrancia (Henrissat ef
al., 1985). Este fenémeno se refiere a la observacion de que la actividad maxima de
degradacion de la celulosa no se da por enzimas individuales, sino por mezclas de tres

o mas enzimas (Martinez C. et. al., 2008).

Llenque L et. al., (2015), logré producir celulasas de Aspergillus niger de Bagazo-cafia
desde el segundo dia de incubacién y obtuvo una produccién final de 0,025 UE/mL a
los 20 dias de incubacion, con tendencia a ir incrementando, lo que permitié concluir
que, s1 fue posible producir celulasas utilizando el bagazo de cafia de azicar tratado, a

pH 6,0 en un biorreactor aireado. (ver en Anexos el Grafico N° 10.3 de la pagina 123.
4.6: Azucares Reductores y Equivalente de Dextrosa

Azucares Reductores

Los aziicares reductores son aquellos aziicares que poseen su grupo carbonilo (grupo
funcional) intacto, y que a través del mismo pueden reaccionar

como reductores (dadores de electrones) con otras moléculas que actuaran

como oxidantes (aceptando electrones). Esta propiedad permite determinar la
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concentracién de una disolucion de azicar midiendo la cantidad de agente oxidante que
es reducido. (Badui, 2006).

Todos los monosacaridos son azucares reductores, ya que al menos tienen un —-OH
hemiacetalico libre, por lo que dan positivo a la reaccion con reactivo de Fehling, a la
reaccion con reactivo de Tollens, a la Reaccion de Maillard y la Reaccion de Benedict.
(Sierra A, 2010).

Otras formas de decir que son reductores es decir que presentan equilibrio con la forma
abierta, presentan muta rotacion (cambio espontineo entre las dos formas cicladas «
(alfa) y B (beta), o decir que forma osa zonas. La reactividad de los distintos azucares
estd dada por la disponibilidad de su grupo carbonilo. Se sabe que la forma abierta o
extendida de los aziicares no es muy estable, a tal punto que, por ejemplo, en la glucosa
representa solo el 0,002%. Las moléculas de aziicar consiguen estabilizarse a través de
un equilibrio entre dicha forma abierta y por lo menos dos formas cerradas (anémeros

ciclicos) en las que el grupo carbonilo ha desaparecido. (Fennema O., 2000).

El método refractométrico, se basa en la propiedad 6ptica que tiene la sacarosa al
hidrolizarse para desviar el 4ngulo de la radiacion incidente en la interfase de dos
medios de densidades diferentes, tomando como medio de referencia el aire, por
cambio en la velocidad de la radiacién (refraccién), que se mide con el indice de
refraccion y es especifico para sustancias puras y en soluciones acuosas puras (Sierra
A., 2010).

‘En el analisis de sacarosa, el indice de refraccién de soluciones acuosas de sacarosa

depende de la cantidad de material disuelto y puede desde luego servir como medida

del contenido de sacarosa presente. (Badui S., 2006).
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Equivalente de Dextrosa (ED)

El valor de Equivalente Dextrosa (ED), es utilizado como un indicador del grado de
hidrolisis de un jarabe. El ED del almidon es cero y el de la dextrosa es 100 (Quaglia
G. & L. Gennaro, 2003).

Se define como el porcentaje de azucares reductores de un jarabe, calculado como
dextrosa en base seca (Badui S., 2006); en consecuencia, el ED de un producto de
hidrdlisis es igual a su poder reductor como porcentaje del poder reductor de la dextrosa
pura (D-Glucosa), y, por tanto, el ED estd inversamente relacionado con el peso

molecular medio (Fennema O., 2000).

Los jarabes de glucosa son una mezcla entre una solucion acuosa de D-glucosa, maltosa
y otros oligosacéridos llamados dextrinas. Estos son caracterizados y clasificados por
su “equivalente de dextrosa” (ED) que esta definido como: el porcentaje en peso de
glucosidos reductores presentes en el jarabe con respecto al peso de los sélidos totales
de oligosacaridos o que su pbder es similar al de una solucion con % de glucosa igual
al ED. (BeMiller J. y R. Whistle, 2009).

Los jarabes de glucosa se pueden clasificar segiin su contenido de dextrosa. Los jarabes
del tipo 1 conéisten principalmente de segmentos de peso molecular alto y dextrinas
lineales. Los jarabes del tipo II contienen 50 — 75% de sacaridos de bajo peso
molecular, incluyendo D-Glucosa, maltosa y maltotriosa. Los jarabes del tipo III,
denominados como jarébes de glucosa altamente fermentables o de alta conversion,
contienen entre 75-85% de D-glucosa, maltosa y maltotriosa, Los jarabes del tipo IV,

contienen principalmente D-Glucosa. (BeMiller J. y R. Whistle, 2009).
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En la Tabla N° 4.7 se muestra la clasificacion de los jarabes de glucosa segin su

equivalente de dextrosa (DE)

TABLA N° 4.7
CLASIFICACION DE LOS JARABES DE GLUCOSA SEGUN SU
EQUIVALENTE DE DEXTROSA (DE)

TIPO DE
JARABE DE
I 20-38
1I 38-58
11 58-73
v 73

Fuente: (BeMiller J. y R. Whistle, 2009).

La hudrolisis de dispersiones de almidon, tanto con acidos como con enzimas, produce
maltodextrinas. Las maltodextrinas son descritas y clasificadas normalmente de
acuerdo con su equivalencia en dextrosa (ED). EI ED esti relacionado con el grado de
polimerizacion (GP) a través de la siguiente ecuacion: ED = 100/GP (tanto ED como
GP son valores medios de las poblaciones de moléculas). En consecuencia, el ED de
un producto de hidrolisis es igual a su poder reductor como porcentaje del poder
reductor de la dextrosa pura (D-glucosa), y, por tanto, el ED esta inversamente
relacionado con el peso molecular medio. Las maltodextrinas se definen como
productos cuyos valores de ED son medibles, pero inferiores a 20. (Beltran Mondragén
A.y L. Herrefio Téllez, 2010).
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Quimicamente las maltodextrinas son un oligosacarido (carbohidrato complejo
soluble), o sea un polimero de unos pocos monosacaridos condensados con un grado
de polimerizacién que va de dos a diez aproximadamente. Las maltodextrinas son
clasificadas dependiendo de su equivalencia en dextrosa (ED), es decir, el grado de

polimerizacién (GP) o su poder reductor. (L6pez M. et al., 2009).

Las maltodextrinas de menor ED no son higroscopicas, mientras que las de mayor ED
(es decir, las de menor peso molecular medio) tienden a absorber humedad. Las
maltodextrinas son mas bien insipidas y practicamente sin sabor dulce, y son excelentes
para contribuir al cuerpo o volumen de muchos sistemas alimenticios. La hidrolisis
hasta valores de ED de 20-60 proporciona mezclas de moléculas que, cuando son
desecadas, se llaman solidos de jarabe de maiz. Estos solidos de jarabe de maiz se
disuelven muy rapidamente y poseen un ligero sabor dulce. La hidrélisis continua del
almiddn produce una mezcla de D-glucosa, maltosa y otros maltooligosacaridos. Los
jarabes con esta composicion se producen en la industria en enormes cantidades. Uno
de los mas comunes tiene un ED de 42. Estos jarabes son estables a causa de que la
cristalizacién no se produce con facilidad en tales mezclas complejas. (Lopez M. et al.,
2009).

_ % Aziicar reductor
9% Solidos

DE x100

4.7: Solidos Solubles (Grados Brix)

El contenido de solidos solubles o grados Brix proporcionan una medida objetiva de la
concenfracion de azicares disueltos en un producto y de la idea del nivel de dulzura
del mismo (Hemandez D. y C. Martinez 2012).
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El grado brix es el indice de refraccion que da una disolucion del 1% de sacarosa en
peso, 1° brix, corresponde a 1 gramo de aziicar en 100 gramos de solucién azucarada
(es decir el peso de la solucion una vez hecha la mezcla y este ‘tipo de relacion se la
conoce como peso en peso). Grados brix=Grados baumé x 1.8 (Amerine M. A. & Ough
C.§.,2001).

La determinacion de la concentracién de azicares en soluciones acuosas, jarabes,
almibares, se realiza mediante un refractometro de azucares llamado también
brixometro. Los grados Brix se expresan como °Bx y miden la cantidad de sélidos
solubles presentes en un jugo, pulpa o cualquier solucién azucarada, expresados en

porcentaje de sacarosa. (Sierra A. et 4l 2010)

En esta prueba se mide la cantidad de elementos solubles presentes en la muestra,
mediante la refractometria, la cual esta dada por la desviaciéon de angulo luminoso, los
azicares, acidos organicos y alcoholes hacen parte de estos elementos solubles. La
concentracién en solidos solubles de una solucion se expresa en grados Brix.
Originariamente, los grados Brix son una medida de densidad. Un grado Brix es la
densidad que tiene, a 20° C, una solucion de sacarosa al 1 %, y a esta concentracion

corresponde también un determinado indice de refraccion. (Sierra A. et al., 2010).

Para cualquier muestra que contiene sacarosa o fructosa la medicion de Brix se puede
hacer para obtener el componente solido de azicar. Brix se define como el porcentaje
de peso que contiene en solucién de sacarosa pura. Para otros azicares distintos de la
sacarosa, se llama "Brix aparente" y es siempre un valor relativo. Aunque la
designacion de Brix es estrictamente vélida sdlo para soluciones cuyos solidos son
totalmente sacarosa, la industria utiliza la medicion libremente para referirse a

cualquier sélido dulce en un producto. (Badui S., 2006).

41



Como los sélidos no son solamente sacarosa, sino que hay otros azicares, acidos y
sales, un grado Brix no equivale a una concentracion de solidos disueltos de 1g/10ml.
Los grados Brix son, por tanto, un indice comercial, aproximado, de esta concentracion
que s¢ acepta convencionalmente como si todos los solidos disueltos fueran sacarosa.

La concentracion en solidos solubles de una soluciéon se expresa en grados Brix.
Originariamente, los grados Brix son una medida de densidad. Un grado Brix es la
densidad que tiene, a 20° C, una solucién de sacarosa al 1 %, y a esta concentracion

corresponde también un determinado indice de refraccion. (Fennema O., 2000).
4.8: Antecedentes del Estudio

Los residuos solidos han ocasionado impactos ambientales negativos por su
disposicion inadecnada y porque cada vez son mas, asunto asociado al incremento de
la poblacién humana, a los procesos de transformacion industrial (globalizacién), y a

los habitos de consumo de los individuos. (Jaramillo G. y L. Zapata, 2008).

La alta produccion de residuos solidos organicos esta impulsando a los investigadores
a estudiar los productos agricolas y subproductos de las mismas después de ser
sometidas a procesos de transformacion agroindustrial, estos subproductos o residuos
€n su mayoria corresponden a biomasa lignocelul6sica rica en polimeros de celulosa y
hemicelulosa entre 75-80% (Sanchez R., 2010). Por ejemplo, en la hidrélisis de
residuos lignocelulésicos como la cascara de frutas que en su gran mayoria son
consideradas biomasas desvalorizadas (Tejeda L. et al., 2010), se puede obtener jarabes
glucosados para obtener bioetanol.

Desde hace varias décadas los residuos agroindustriales han sido un foco de atencion
para varios investigadores a nivel mundial, debido a que parte de sus constituyentes
pueden ser materia prima para generar diversos productos de interés, esta situacion
sigue prevaleciendo en la actualidad y se prevé que continuara en el futuro. (Saval S.
2012).
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Para mitigar los efectos ambientales y econdmicos de fuentes no renovables de energia,
a nivel mundial se ha impulsado el uso de materiales renovables que no presenten
problemas de seguridad alimentaria y de contaminacién ambiental. De esta forma los
materiales lignoceluldsicos se han convertido en el objetivo de investigacion de la
comunidad cientifica que trabaja en la produccion de etanol. Sin embargo, la estructura
compleja de los materiales lignocelulosicos, hace dificil el acceso a los azicares
fermentables, por lo tanto, se implementan pretratamiento adecuado, junto a estrategias

de sacarificacion y fermentacion eficientes. (Liscano M. 2014).

En Chile, Juri S. (2011), estudio la estrategia de sacarificacion y fermentacion
simultanea (SSF) para residuos forestales (eucalipto y lenga) que fueron pretratados
mediante estrategias alternativas: liquidos i6nicos (LI) reciclados y hongos de
pudricion blanca (HPB). La primera parte del trabajo consisti6 en estudiar la
factibilidad de utilizar el liquido idnico reciclado y luego ver los resultados en la
sacarificacién enzimatica, compararlo con el pretratamiento de liquido idnico puro, con
distintas cargas de material y liquido iénico (1:3, 1:5, 1:9, 1:10 p/p). Para eucalipto el
mejor pretratamiento se logrd con una carga de 1:3 p/p a 150°C por 30 minutos como
condiciones de operacion con un rendimiento de glucosa/celulosa del 67% respecto al
liquido i6nico puro (185,1 mg de glucosa por gramo de material). El mejor resultado
se di6 con una carga 1:5 a 150°C por 15 minutos de pretratamiento, lograndose un 94%
del rendimiento glucosa/celulosa respecto al liquido iénico puro (408,3 mg de glucosa

por gramo de material).

Albernas Y. ef al,, (2015), determinaron los parametros fundamentales de la cinética
enzimatica a partir de un modelo cinético pseudo-homogéneo de Michaelis Menten,
previamente estudiado con otros materiales lignoceluldsicos; para determinar la
velocidad de produccion de Azacares Reductores Totales (ART) en el tiempo. Para ello
se emplearon los resultados obtenidos a nivel de laboratorio, en ¢l cual se llevé a cabo

la hidrolisis enzimatica del bagazo previamente pretratado de forma 4cida y basica. Se
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emplearon las enzimas Celuloliticas Novozyme CellicRCTec2 y B-glucosidasa con
codigo NS50010, en un experimento con un disefio factorial 23 haciendo réplicas al
azar. Los valores de la constante de Michaelis Menten y constante de inhibicién
determinados (KM y KI) son intrinsecos al sistema de celulosa y celulasa dado, y son

independientes de las variables de operacion empleadas.

En Colombia, Monsalve G., J., Medina de Pérez, V., & Ruiz Colorado, A. (2006)
evaluaron la hidrélisis acida del almidén presente en yuca y de la celulosa presente en
cascara de banano y su posterior fermentacion a etanol, se ajustaron los medios de
fermentacion para los microorganismos Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-2034 y
Zymomonas mobilis CP4. Se caracterizé la cascara de banano, la cual posee un
contenido de almiddn, celulosa y hemicelulosa que representan mas del 80 % de la
cdscara ameritando el estudio de ésta como fuente de carbono. Reportaron que la
hidrolisis 4cida de cascara de banano produce 20 g/l de azicares reductores. Para la
Yuca con 170 g/l de almidén a; pH 0.8 en 5 horas se logra conversion completa a
azucares reductores. Para la fermentacion realizada con Sacharomyces cerevisige se
logra una concentracion de etanol de 7.92+0.31% y no se aprecia una produccion
considerable de etanol {menor de 0.1 g/1) para ninguno de los medios fermentados con

Zymomonas mobilis.

Salcedo M. J., Montes M. E. y Pajaro S. J. (2009), realizaron un estudio que tuvo como
objetivo la produccion y evaluacion del rendimiento de jarabes de fructosa a nivel de
laboratorio, a partir de jarabes de glucosa obtenidos por medio de hidrélisis enzimatica
de almidones extraidos de dos variedades de yuca, C. Orense y C. M Tai-8. Para el
desarrollo del trabajo, se implementdé un disefio experimental de multiple factor
categorico completamente al azar con dos factores, el factor concentracion de sustrato
en cinco niveles (10, 20, 30, 40 y 50 % p/v de concentracidn de almidén) y el factor
variedad de yuca en dos niveles (C. Orense y C. M Tai-8), con tres repeticiones, en un

total de 30 unidades experimentales. De acuerdo al analisis estadistico realizado a los
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datos experimentales, se presentan diferencias estadisticas a un nivel de significancia
del 5% para la variable rendimiento de fructosa por variedades de ynca, y por
concentraciones de almidon para la misma variedad, siendo obtenidos rendimientos
maximos de 635.86 y Kg de fructosa/tonelada de almidon para la C. Orense y 674.707
Kg de fructosa/tonelada de almidén para C. M Tai-8 con respecto a la concentracion
1nicial de almidon del 30% p/v.

Por otro lado, Conesa C. et al,, (2010). Comprobaron que la adicion de celulasa de
cualquier origen tiene un mayor poder hidrolitico sobre el residuo que la hemicelulasa,
y que esta ultima favorece la accion de las celulasas. Ademas, la adicion de una misma
cantidad de celulasa procedente de 7. reesei en comparacion con la celulasa procedente

de A. niger produce en general un mayor efecto hidrolitico.

Rodriguez Reinoso, C.E. (2011), realizé un estudio comparativo entre los métodos de
hidrélisis dcida y enzimatica de banano (Musa cavendish) para la obtencion de jarabe
de glucosa y demostré que, para elaborar jarabe de glucosa a partir de almidon de
banano Musa cavendish se requiere utilizar banano en estado verde con un grado Brix
maximo de 1.2. El proceso de hidrélisis 4cida se evalué haciendo un estudio del efecto
de la temperatura y tiempo sobre el rendimiento del proceso, asi como de la
cristalinidad del jarabe de glucosa. Los tratamientos fueron dispuestos en un disefio
completamente al azar (DCA), con arreglo factorial 2x3. Obteniéndose el mayor
rendimiento (53.14%) al utilizar una temperatura de 120° C y 30 min de hidrélisis. Este
valor fue mucho menor que el obtenido a través de hidrolisis enzimatica (90.14%).
Respecto a la cristalinidad del jarabe de glucosa, indica que se observd que los
tratamientos mds cristalinos fueron aquellos en los que se empled menor tiempo y
temperatura en el proceso de hidrélisis. La cristalinidad que se obtuvo con el método
acido fue mayor, que la que se obtuvo por medio del tratamiento enzimatico. El analisis
de cromatografia de permeacion en gel (GPC) mostr6 que el jarabe de glucosa producto
de hidrolisis 4cida tuvo un porcentaje aproximado de 46% en dexirinas de 11, 10y 8
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unidades de glucosa, mientras que el del proceso enzimitico revelé alta pureza de

glucosa.

Quitiguifia C. y Santa Cruz S. (2012), informan que el banano (Musa cavendish) es una
fruta que se produce en el Ecuador y una parte de su produccion esta siendo desechada.
Por lo que estudio la utilizacion de este recurso para la conversion de su almidon en
jarabe de glucosa, por medio enzimatico. Previo a la hidrolisis se prepar6 un sustrato
mediante lavado y secado. El proceso de hidrélisis se realizé en dos etapas. En la
primera se utiliz6 o amilasa proveniente de Bacillus amyloliquefaciens; 1a cual permitié
degradar el almidon hasta dextrinas. En esta etapa se realizaron pruebas para calcular
el tiempo 6ptimo de hidrélisis, el cual fue de 2 horas. También se analizaron las
dextrinas obtenidas de hidrélisis mediante cromatografia de permeacién en gel, siendo
estas de 9, 10 y 11 unidades de glucosa. En la segunda etapa del proceso se utilizd
amiloglucosidasa proveniente de Aspergillus niger. En esta etapa se realizo un disefio
experimental completamente al azar con modelo factorial de 3? correspondiente a la
combinacion de tiempo y cantidad de enzima, con dos repeticiones. Las variables
estudiadas fueron rendimiento y cristalinidad. El tratamiento recomendado fue de 1,5
ml de enzima y 14 horas de hidrdlisis. Tratamiento que corresponde a un rendimiento
de glucosa del 90,14%.
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-V, MATERIALES Y METODOS

5.1: Metodologia de la investigacién

Para el presente estudio de investigacion “Obtencion de jarabes glucosados a partir de
cascaras de Ananas comosus (Pifia) mediante hidrélisis enzimatica de Celulasas”, se
estudié la hidrélisis enzimatica de las cascaras de pifia al 30% p/v a una temperatura
constante de 50°C. Las variables independientes a controlar durante el presente estudio
para la hidrolisis enzimatica fueron la concentracion de la celulasa fingica al 0,5%, 1%
y 1,5% (p/v) y el tiempo de hidrolisis de 18 horas, 24 horas y 30 horas para el proceso
de elaboracion de jarabes glucosados. Las variables dependientes fueron porcentaje de
azucares reductores y porcentaje de Dextrosa Equivalente (D.E)) de las muestras
hidrolizadas enziméaticamente. También se evaluaron los grados Brix y el pH. El disefio

experimental fue completamente al azar con modelo factorial de 32,

Para llevar a cabo el presente trabajo, el estudio se segmento en tres etapas. Se

estableci6 los métodos especificos para cada una de ellas, descritos a continuacion:
ETAPA 1: Tratamiento y estandarizacion de las cascaras de pifia.
ETAPA 2; Hidrolisis enzimatica de las cascaras de pifia por celulasas.

ETAPA3: Ladeterminacion de la calidad del jarabe a partir de las cascaras de pifia
(Ananas comosus). Se reahzd mediante la evaluacion del contenido de % de azucares
reductores y % de Equivalente de Dextrosa (DE). También se evaluaron las

caracteristicas fisicas del jarabe.

En cuanto a la delimitacion del proyecto, el tratamiento y estandarizacion de las

ciscaras de pifia, la Hidrolisis enzimatica, 1a obtencion de los jarabes glucosados vy el
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estudio de la calidad del Jjarabe se realiz6 en las instalaciones de los laboratorios de la

Facultad de Ingenieria Pesquera y de Alimentos de ta Universidad Nacional del Callao.
Instrumentacién
a.Materiales

Materiales de vidrio y otros:

- Vasos de precipitado de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml.
- Probetas de 100, 250, 500 y 1000 ml.
- Fiolas de 50, 100 y 250ml.

- Buretas de 25 y 50 ml.

- Pipetas volumétricas de 2, 5y 10 ml.
- Placas petri

- Recipientes pyrex

- Recipientes de porcelana

- Cuchillos de acero inoxidable.

- Lienzo de tela de nylon

- Frascos de vidrio

- Morteros

- Papel filtro Whatman N° 1 y N° 4

- papel pH indicador con escala

- Pipetas volumétricas de 2, 5y 10 ml.
- Embudos de vidrio

- Cocinas eléctricas

- Luna de reloj

- Espatulas
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Varilla de vidrio

Termoémetro

Pro-pipetas

Tubos de ensayo de vidrio (1,5 x 16,0 cm)
Soporte Universal con pihzas
Cron6émetro.

Picetas

Gradilla y otros.

Material biolégico

Cascaras de pifia
Enzima Celulasa fungal

Mostos de céscaras de pifia hidrolizados por Celulasa

Reactivos

Agua potable

Agua destilada

Solucién de yodo diluida (1:5),

Hidréxido de sodio 0,1 y 1 Ny al 1%
Indicador de azul de metileno al 1%
Reactivo de Benedict |

Reactivo de Fehling A y Fehling B
Solucion amortiguadora de F osfafé sodico
Solucion de Fenolftaleina al 1%

Acetato de Plomo Neutro al 25%
Carbonato de Sodio anhidro

Solucién de Acido citrico al 1% (p/v).
Solucién de Bicarbonato de sodio al 1% (p/v).
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Equipos

- Balanza de precision DT-300A

- Balanza Analitica Adam

- Agitador magnético Fratom

- Refractometro 0 - 32% Brix RHB-32/ATC
- Refractémetro 28 - 62% Brix RHB-62/ATC
- Medidor portatil de pH Hanna

- Estufa

- Incubadora

- Refrigeradora

- Autoclave

Las fotos experimentales de los materiales y equipos utilizados se muestran en el

apéndice en la Figura N°® 9.1 de la pagina N° 1 10.
5.2: Poblaci6én y procedimiento muestral

La Etapa 1 del tratamiento y estandarizacién de las cascaras de pifia se realizo durante
los meses de enero a marzo del 2018 en condiciones de laboratotio a partir de cascaras
de pifia (Ananas comosus) variedad Golden acopiada en puestos de jugos de frutas del
pabellon de frutas y verduras, ubicados en el mercado de Lima y Callac. Durante el

periodo del estudio se llegaron a utilizar 10 kilos de c4scaras de pifia.

La Etapa 2 de la Hidrdlisis enzimatica de las cascaras de pifia luego del tratamiento y
estandarizacion se realizé durante los meses de abril a Junio del 2018 en condiciones
de laboratorio utilizando la enzima Granozyme Celulasa Fungal adquirida en la

Empresa GRANOTEC y que fue utilizada en diferentes niveles de concentracion
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(0.5%, 1%y 1.5% (p/v)) y con tiempos de incubacion para el hidrolisis de 18, 24 y 30
horas a una temperatura controlada de 50°C. ‘

La Etapa 3 de la determinacién de la calidad del jarabe glucosado mediante la
evaluacion del contenido de azicares reductores y equivalente de dextrosa se realizod
durante los meses de abrl a junio del 2018 en condiciones de laboratorio.

5.3: Métodos de analisis

La metodologia seguida se baso en el conocimiento cientifico y tecnologico disponible.

Se utilizaron los siguientes métodos de analisis:

1. Determinacion del contenido de aziicares reductores. Método de Eynon-Lane.
NTP 203.002-1979 y NTP 208.102:2014

2. Determinacion de humedad. Método gravimétrico. NTP 209.264. 2001,

3. Determinacién de la acidez (INDECOPL, NTP 203.070. 1977. Revisada el
2012; INDECOPI, NTP 211.040. 2012).

Procedimiento de cada etapa de la investigacion

a. Etapa 1: Tratamiento y estandarizacion de las ciscaras de piiia.

Es necesario el pre-tratamiento de la lignocelulosa de las cascaras de pifia de 1a variedad
Golden. Se realiz6 un tratamiento mecénico (Fisico) de reduccion de tamafio y un

tratamiento térmico (autohidrolisis) para generar desprendimiento de Ia lignina y que

la celulosa sea mas susceptible al hidrélisis.
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En la Figura N°5.] se muestra el diagrama del procedimiento metodol6gico aplicado

para el tratamiento y estandarizacion de las céscaras de pifia (Etapa 1).

FIGURA N° 5.1
DIAGRAMA DEL PROCEDIMIENTO METODOLOGICO
APLICADO PARA EL TRATAMIENTO Y ESTANDARIZACION DE
LAS CASCARAS DE PINA (ETAPA 1)

CASCARA DE PINA

9

SELECCION Y LAVADO
¥
DT Ueesaps i
.
 TROZADO ]
9

TRATAMIENTO TERMICO (100°C) }

et

ENFRIAMIENTO

$
| - LICUADO DE CASCARAS " -

9

ACONDICIONAMIENTO DE MOSTOS
.-+ .- (Frascos esteriles) * . |

&

' AUTOCI.AVE (1so°c/1 atm/3H).

e

Fuente: Elaboracién propia.
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El procedimiento completo desarrollado fue el siguiente:

Las cascaras de pifia de la variedad Golden fueron seleccionadas descartando
aquellas que presentaban daflo causado por insectos o presencia de
enfermedades.

Se procedi6 luego al pesado de las cascaras de pifia, y posterior lavado de la
mismas con agua potable para eliminar las impurezas y tierra adherida en las
cascaras.

Los residuos de cascara de pifta luego fueron sometidos a un proceso de trozado
fino para la reduccion a un tamafio entre 0,3 y 0,5 cm, con el fin de disminuir
el tamafio de la materia prima y asi tener una mayor area de contacto entre la
enzima celulasa y los reactivos quimicos que se van a utilizar para facilitar la
hidrolisis enzimatica que sigue el proceso.

Luego las cascaras (30% p/v) fueron sometidos 2 un tratamiento térmico en
agua a punto de ebullicion durante 1 hora, para facilitar ¢l desprendimiento de
Ia lignina presente en estos y producir el ablandamiento de las c4scaras. Para el
mantenimiento de la temperatura del agua se- utilizaron cocinas eléctricas como
fuente de calor.

Este procedimiento también permitia la muerte o eliminacién de la flora
microbiana acompafiante no deseable en las cascaras de pifia y preservar de esta
manera el sustrato en buenas condiciones para su hidrolisis enzimatica y evitar
la competencia microbiana por los nutrientes del medio.

Después del tratamiento térmico se dejo enfriar y posteriormente se licuaron las
cascaras de pifia.

Se midieron los volimenes de los mostos licuados de las cascaras de pifia y se
colocaron en frascos de vidrio de borosilicato (resistentes al calor) previamente

esterilizados de 1 litro de capacidad.
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* Luego los frascos conteniendo los mostos de las cascaras de pifia fueron
colocadas en la autoclave a 150°C y 1 atmosfera de presion por 3 horas con el
propésito de que las altas temperaturas y presién provoquen una autohidrolisis
térmica y permitan que la hemicelulosa y lignina empiecen a solubilizarse
dejando a la celulosa més expuesta y se pueda facilitar su hidrolisis en la
siguiente etapa del estudio.

+ También se determind la humedad de las cascaras de pifia inicial antes de

pretratamiento.

Las fotos experimentales del procedimiento desarrollado para esta primera etapa del
presente estudio del tratamiento y estandarizacion de las ciscaras de pifia (4nanas
comosus) variedad Golden se muestran en el apéndice en la figura N° 9.2,9.3 y 9.4 de

las paginas N° 111, 112 y 113 respectivamente.

Procedimiento para la determinacién del porcentaje de Humedad de la ciscara

de piba

Se determiné la humedad de la cascara de pifia. Se utilizé el método gravimétrico de
determinacién de humedad (NTP 209.264. 2001).

El método para determinar la cantidad de agua presente en la muestra se basa en la
pérdida de peso de la muestra por calentamiento en una estufa, refiriendo su peso al

peso total de la muestra y expresada como porcentaje.

Para el calculo del porcentaje de humedad se emple6 la siguiente ecuacion:

Pi — Pf
¢ % Humedad = P x 100

Donde Pi, es el peso inicial de la muestra antes de colocarla en la estufa, Pf es el peso

de la muestra después de someterla en la estufa.
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El procedimiento fue el siguiente:

- Sepesé 10 gramos de cascaras de pifia en una placa Petri (se hicieron tres

repeticiones).

- Secoloco en la estufa a 100 — 110 °C por 24 horas.

Las fotos experimentales del procedimiento desarrollado para la determinacion del
porcentaje de humedad de la cascara de pifia (Ananas comosus) variedad Golden se

muestran en el Apéndice en la Figura N° 9.5 de la pagina N° 114.

b. Etapa 2: Hidrélisis enzimitica de las cdscaras de piiia por Celulasas

Esta etapa experimental de la investigacion se realizd luego del tratamiento y

estandarizacion de las céscaras de pifia que posteriormente se filtraron.

Consistia en ia obtencion del jarabe empleando los mostos de las cascaras de pifia
(Ananas comosus) que se obtuvieron en la Etapa experimental 1 y se realizé mediante
el método de hidrolisis enzimdtica con celulasa fungal (Gramozyme Celulasa) en

diferentes concentraciones (0.5%, 1%y 1.5% p/v).

La Ficha Técnica de Gramozyme Celulasa (Granotec - Perli) v el Certificado de
Analisis Gramozime Celulasa se muestran en anexos en la Tabla N° 10.1 y 10.2 de las

paginas N° 118 y 119 respectivamente.

Las fotos experimentales del procedimiento desarrollado para esta segunda etapa del
presente estudio se muestran en las figuras N° 5.3,54,5.5,5.6,5.7,5.8,59 y 5.10 de
las paginas N° 58, 59, 60, 61, 62 y 63 respectivamente.
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En la Figura N° 5.2 se muestra el diagrama del procedimiento metodolégico aplicado
para la hidrélisis enzimatica por la enzima celulasa a partir de mostos de céscara de

‘pifia (Ananas comosus).

FIGURA N° 5.2
DIAGRAMA DEL PROCEDIMIENTO METODOLOGICO PROCESO
APLICADO PARA LA HIDROLISIS ENZIMATICA POR LAS ENZIMAS
CELULASAS A PARTIR DE MOSTOS DE CASCARA DE PINA. (ETAPA 2)

MOSTO DE CASCARAS DE PINA
ADICION ENZIMA CELULASA FUNGICA
0.5%, 1% Y 1.5% (p/v}

@

INCUBACIONPOR 18, 24 Y 30 HORAS A 50°C
{en cada tratamiento)

¥

~ INACTIVARIAENZIMA =~
{Tratamiento tennico A 85° por 10 minutos)

9

FILTRACION

HIDROLIZADOS ENZIMATICOS

Fuente: Elaboracion propia.
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El procedimiento desarrollado en la segunda etapa del estudio fue el siguiente:

Para los procesos de licuefaccion y sacarificacion se adaptaron frascos de 1000
ml como biorreactores, en los cuales se depositd 800 ml la solucién de los
mostos de las cascaras de pifia (4nanas comosus) que se obtuvieron en la etapa
experimental 1.

El proceso de hidrolisis enzimética es bastante reproducible, siempre y cuando
se mantengan constantes los parametros de tiempo y temperatura (50°C a 18,
24y 30 horas).

Se utilizo la enzima celulasa (Gramozyme) de origen fiingico en polvo de color
crema, en concentraciones de 0.5%, 1% y 1.5% (p/v) para la Hidr6lisis
enzimdtica y obtencion de azicares stmples.

Se colocaron las soluciones en un agitador magnético durante 3 minutos para
que se pueda homogeneizar completamente.

Se midié el grado Brix y pH inicial. La medida de los grados °Brix iniciales se
realiz6 mediante un Refractometro de 0 - 32% Brix RHB-32/ATC, para ello se
colocd la muestra en el foco del prisma, mirando por el ocular, dirigiéndose
hacia la luz hasta visualizar una linea definida en el espacio de observacion y
se procedio a leer el indice de refraccion en la escala superior, Para comprobar
el nivel de pH se utiliiaron el medidor portatil de pH Hanna y papel pH
indicador con escala mediante inmersion directa en la muestra.

Se colocaron en incubacion los frascos de los mostos preparados a partir de
cascaras de pifia por 18, 24 y 30 horas a 50°C (en cada tratamiento). Luego se
midio el pH y grado Brix para comprobar cuales tratamientos permitian la
optima de actividad enzimatica de la enzima.

Se anoto el tiempo de inicio de hidrolisis enzimatica por el aumento de los
grados Brix de los mostos. En la incubadora se mantuvo la temperatura a 50°C

en los diferentes tiempos de incubacion.
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- Posterior a cada tiempo de incubacion evaluado en el estudio se llevo a bafio
maria cada soluci()ﬁ, a una temperatura de 85° durante 10 minutos para inactivar
la enzima y bloquear su actividad.

- Luego se procedio a ﬁltrar_ los jarabes. Se separ6 el sobrenadante y se midieron
los pH y los grados Brix de los mismos. |

- Se anotaron los resultados de la prueba de hidrélisis enzimatica.

A continuacion, se muestran las fotografias del proceso de hidrolisis enzimatica

indicadas anteriormente en la pagina N° 52.

FIGURA N° 5.3
PREPARACION DE MOSTOS DE CASCARA DE PINA Y
HOMOGENIZACION '

Preparacién de maostos de cascara de pifia en frascos estériles

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA N° 5.4

MEDIDA DE pH Y GRADO BRIX INICIAL DE MOSTOS DE
CASCARA DE PINA

Grados Brix inicial

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 5.5
PREPARACION DE SOLUCION ENZIMATICA DE CELULASA AL
0.5%, 1% Y 1.5% (p/v) Y HOMOGENIZACION

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA N° 5.6
ADICION DE SOLUCION ENZIMATICA DE CELULASA AL 0.5%,
1% Y 1.5% (p/v)

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 5.7
INCUBACION DE MOSTOS CON CELULASA A 50°C
POR 18, 24 Y 30 HORAS (EN CADA TRATAMIENTO)

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA N°5.8

CONTROL DE GRADOS BRIX Y pH DE LOS HIDROLIZADOS
ENZIMATICOS

Control de Grados Bgiz

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA N°5.9
TRATAMIENTO TERMICO DE JARABES A 85°C POR 10 MINUTOS
PARA INACTIVAR LA ENZIMA CELULASA

Fuente: Elaboraci6n propia.

FIGURA N°5.10
FILTRACION DE LOS JARABES

Fuente: Elaboracién propia.
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¢. Determinacién de la calidag del jarabe a partir de las cascaras de pifia (Ananas

comosus).

La determinacién de la calidad del jarabe a partir de mostos de cdscaras de pifia
(Ananas comosus) variedad Golden hidrolizados anteriormente empleando enzimas
Gramocyme Celulasas Se realizé mediante la evaluacién del contenido de aziicares
reductores, el Equivalente de Dextrosa (DE). También se evaluaron las caracteristicas

fisicas del jarabe.
El procedimiento desarrollado en la segunda etapa del estudio fue el siguiente:

- Elliquido hidrolizado se traspasé a un vaso de precipitacion, separdndose 45 ml
para la determinacién cuantitativa de aziicares reductores (método volumétrico de
Eynon-Lane (NTP 203.002-1979, NTP 208.102-2014), utilizando el reactivo de
Fehling.

- El reactivo de Fehling estd formado por una mezcla de partes iguales de una
solucién de Sulfato de Cobre Pentahidratado (Fehling A) y otra solucion alcalina
de Tartrato de sodio y Potasio (Sal de Rochelle, Fehling B).

- Enelmétodo de Eynon-Lane se hace reaccionar sulfato ciiprico con aziicar reductor
en medio alcalino, formandose oxido cuproso, el cual forma un precipitado 10jo
ladrillo. Este método utiliza azul de metifeno como indicador, el cual es decolorado
una vez que todo el cobre ha sido reducido, lo que indica el fin de la titulacion.
(NTP 203.002-1979, NTP 208.102-2014)

- Antes de realizar la determinacion cuantitativa de aziicares reductores se tuvo que
clarificar las muestras agregando 10 ml de un agente clarificante que fue la
Solucion saturada de Acetato de Plomo Neutro al 25%, se agito y posteriormente
se afiadio 0.5 gr. de Carbonato de sodio anhidro, se volvié a agitar la solucién y se

filtré y verti6 el filtrado en un matraz volumétrico de 100 mL. Luego se debe llevar
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amarca de aforo con agua destilada y cargar la bureta con la disolucién previamente
preparada.

- Los agentes clarificantes son utilizados ya que para casi todos los analisis de
azicares es necesario que ias "disoluciones de muestras a utilizar se encuentren
claras y transparentes. El uso de los diferentes agentes clarificantes varia segin las
muestras.

- Las fotos experimentales del procedimiento desarrollado para evaluacién del
contenido de aziicares reductores se muestran en las figuras N° 5.11 y 5.12 de las

péagmas N° 66 y 67 respectivamente.
Para la determinacion de azicares reductores se procedié de la siguiente manera:

- Se tomo una alicuota de 25 m! de las muestras clarificadas de los jarabes, se colocan
en un matraz aforado de 100 ml, aforar con agua, mezclar bien y colocar la solucién
en una bureta.

- Se colocé en un Erlenmeyer de 250 ml 7.5 ml de solucién de Fehling A y 7.5 ml
de solucion de Fehling B.

- Se calentd a ebullicién la solucién de Fehling y afiadi6 4 gotas de solucién de azul
de metileno al 1%.

- Sediluy6 con aproximadamente 30 ml de agua destilada y agrego S perlas de vidrio.

- Se llevé a ebullicion Ia solucién de Fehling, |

- Se titul6 con la solucién de azicares solubles obtenida a partir de 1la muestra
clarificada (filtrado) que se encontraba en la bureta.

- También se realizé la prueba cualitativa de azicares reductores utilizando el
reactivo de Benedict que se afiadi6 a las muestras de 5 ml de los jarabes en tubos
de ensayo a bafio maria por 2 minutos a 80°C (reaccién térmica). Esta prueba se
basa en la reduccién de Cu* a Cu* en medio bésico débil tornandose naranja si es

positivo y verde si es negativa la presencia de aziicares reductores.
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Las fotos experimentales del procedimiento desarrollado para la prueba de Benedict se

muestran en €l Apéndice en la figura N° 9.6 de las pagina N° 115.

FIGURA N° 5,11
PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA ANALIZAR
AZUCARES REDUCTORES (METODO EYNON-LANE)

Clarificacién de los jarabes glucosados

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA N° 5,12
PRUEBA CUANTITATIVA DE DETERMINACION DE AZUCARES
REDUCTORES METODO VOLUMETRICO DE EYNON-LANE

Preparacion de la solucion de Eghlins A v de Esbling B.

Fuente: Elaboracion propia.

67



Luego de la determinacion cuantitativa de azicares reductores con el liquido
hidrolizado se determiné el valor de Equivalente Dextrosa (ED), que es utilizado como
un indicador del grado de hidrolisis de la solucién. El ED del almidén es cero y el de
la dextrosa es 100 (Quaglia & Gennaro, 2003). Se obtuvo por modificacién del
procedimiento para Azicares Reductores segin el método Eynon-Lane (NTP 203.002-
1979, NTP 208.102-2014).

Se anotaron los resultados de la prueba de la determinacién de la calidad del jarabe

empleando mostos hidrolizados de cascaras de pifia variedad Golden.

El método consiste en determinar la acidez por medio de una titulacion acido-base con
una solucion de alcali estandarizado, expresando los resultados de la acidez titulable

como el equivalente en masa de 4cido citrico por ser el dcido predominante de la pifia.

Para las mediciones de acidez titulable se colocaron 10 ml del alcohol destilado y se le

afiadieron 2 gotas de fenolftaleina al 1% como indicador.

Posteriormente se tituld con NaOH 0.1N hasta observar el primer tono rosado en el
destilado. Se realiz6 para todos los tratamientos evaluados por triplicado. La acidez fue
reportada como porcentaje de acido citrico segun el método NTP 203.070:1977
(REVISADA EL 2012) y NTP 211.040. 2012.

Para el calculo de la acidez Titulable se empleo la signiente ecuacion:

. N X Vb x Meq. acido -
%Acido : Ven x 100

N =Normalidad de la base (NaOH) usada para titular

Vb = Volumen de la solucion de la base usada para titular (gasto)
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Meq = Miliequivalente del acido

Vm = Volumen de la muestra
El miliequivalente para el acido citrico es de 0.064
Las fotos experimentales del procedimiento desarrollado para la determinacién de

acidez Titulable de los jarabes glucosados de la cascara de pifia (Ananas comosus)

variedad Golden se muestran en el Apéndice en Ia Figura N° 9.7 de la pagina N° 1 16.
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VI. RESULTADOS

6:1. Caracterisﬁcas de la Cdscara de Piiia

Para elaborar jarabes glucosados a partir de cascara de pifia Ananas comosus de la
variedad Golden se requiere utilizar cdscaras previamente seleccionadas descartando
aquellas que presentaban dafic causado por insectos, hongos o presencia de

enfermedades para obtener mejores resultados en el proceso de hidrolisis enzimatica.

En la Tabla N°6.1, se muestran los balances de materia en la obtencién de jarabes
glucosados de cascaras de pifia de la variedad Golden a partir de 10 kilogramos de

cascaras que se utilizaron en el presente estudio.

TABLA N° 6.1
BALANCES DE MATERIA EN LA OBTENCION DE JARABES
GLUCOSADOS DE CASCARA DE PINA.

T Caractéristica evaluada | | Valor *

.- - "~ cascara de Pifa: " v L ) -

" Peso de la cascara (Kg) | 1000
Humedad (%) 71.84.
Acidez Titulable (%) 1.5
pH 47

Fuente: Elaboracién propia.
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6.2: Hidrolisis enzimdtica de la cdscara de pifia

El proceso de hidrélisis enzimatica de la ciscara de pifia de la variedad Golden es
bastante reproducible, éiempre y cuando se mantengan constantes los parametros de

pH y temperatura.

Al afladir la enzima Gramozyme Celulasa al 0.5%, 1.0% y 1.5% luego del
pretratamiento mecanico y térmico de la cascara de pifia al 30% p/v, la solucion
aumento gradualmente el grado Brix, lo que no ocurrié en ¢l control sin celulasa y sin

pre-tratamiento que siguidé sus caracteristicas iniciales todo el proceso.

Esto puede deberse a que hubo una fragmentacion de la celulosa de la cascara de pifia
por hidrolisis enzimatica liberando azucares solubles lo que ocasiond el aumento de los

grados Brix.

A. Relacién entre la Concentracién de la enzima Gramozyme Celulasa y el

Tiempo de Hidroélisis con los Grades Brix y el porcentaje de Azicar Reductor

Conforme disminuia la viscosidad de las soluciones, iba aumentando en forma
creciente los grados Brix y formandose azucares reductores en diferentes niveles de
acuerdo a la concentracion de la enzima (0,5%, p/v., 1% p/v. y 1,5% p/v) y los tiempos

de incubacidn (18, 24 y 30 horas) para la obtencion de jarabes glucosados.

En la Tabla N°6.2 de la pagina 72, se muestra la relacion entre la concentracion de la
enzima celulasa y el tiempo de hidrolisis con los Grados Brix y % Azicares Reductores
obtenidos a! final del tratamiento en la hidrélisis enzimatica de las cascaras de pifia de

acuerdo a los tiempos de fermentacion.
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TABLA N° 6.2
RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA CELULASA Y
EL TIEMPO DE HIDROLISIS CON LOS GRADOS BRIX Y PORCENTAJE

DE AZUCAR REDUCTOR
Tiempo . °Brix ) 4
Celulasa Incubacién °Brix final % Aziacar | Azihcar
% (piv) Final Reductor | Reductor
(H) Prom. Prom
0.5 18 124 123 3.0 33
0.5 18 122 35
0.5 18 12.4 38
0.5 24 14.2 147 6.0 6.8
05 24 15.0 74
0.5 24 14.8 7.0
0.5 30 15.0 15.3 8.1 7.8
05 30 155 77
0.5 30 15.5 75
1 18 145 14.9 7.8 8.2
1 18 15.2 84
1 18 149 85
1 24 15.2 15.4 11.3 11.2
1 24 15.5 10.6
1 24 15.6 11.6
1 30 159 15.8 122 11.6
1 30 159 11.9
1 30 15.7 10.8
1.5 18 16.6 16.8 95 96
1.5 18 17.0 16.0
1.5 18 16.8 93
1.5 24 170 17.5 124 13.1
1.5 24 18.2 13.6
1.5 24 17.2 13.2
1.5 30 19.5 203 13.7 145
1.5 30 205 14.0
1.5 30 21.0 15.8

Fuente: Elaboracion propia.
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La concentracion enzimatica de la Gramozyme Celulasa fungal de mayor intensidad
de la reaccion de hidrolisis fue del 1.5% durante una incubacién de 30 Horas ya que se
obtuvieron hidrolizados con mayores Grados Brix y mayores porcentajes de aziicares
reductores. (Grafico N° 6.1).

GRAFICO N° 6.1
RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA CELULASA Y
EL TIEMPO DE HIDROLISIS CON EL GRADO BRIX FINAL PROMEDIO.

Relacion entre Concentracion de Celufasa y Tiempo de Hidrolisis con
Grado Brix Final (Promedio}

Grado Brix Final {Promedio)

Concentraclén de Celulasa {% p/v)

e A LT L Tl |
Tiempode Hidroisis: ~ 4
Tlempode Hidralisis: v 4

oi8 D24 C30

Fuente: Elaboracion propia.

Al finalizar los tiempos de hidrolisis enzimatica estudiados con la aplicacion de
Gramozyme Celulasa fungal, el liquido filtrado tenia una tonalidad naranja amarillenta.
Los porcentajes de azucares reductores y porcentajes de equivalente de dextrosa
obtenidos al final del tratamiento tuvieron diferentes niveles de acuerdo a la
concentracion enzimatica (0,5%, p/v., 1% p/v. y 1,5% p/v) a la temperatura controlada
de 50 °C.
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Los mayores porcentajes de ambos parametros se presentaron en las concentraciones
de Gramozyme Celulasa fungal de 1.5% durante un tiempo de 30 horas con valores
promedio de 14.5 % de Azucar reductor. (Grafico N°6.2)

GRAFICO N°6.2
RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA CELULASA Y
EL TIEMPO DE HIDROLISIS CON EL PORCENTAJE AZUCAR
REDUCTOR

Relacion entre Concentracién de Celulasa y Tiempo de Hidrolisis con
% Azacar Reductor {Promedio)

% Arucar Reductor (Promedlo)

Concentracién de Celulasa (% p/v)

Tlertpa de Hidrolists =
"l8 24 m30

Fuente: Elaboracién propia.

B. Relacién entre la Concentracion de la enzima Celulasa y el Tiempo de
Hidrélisis con el Porcentaje de Aziicar Reductor y el Porcentaje de Equivalente

de dextrosa.

En la Tabla N°6.3 de la pagina 75, se muestra la relacién entre la concentracién de la
enzima Celulasa y el tiempo de hidrélisis con el porcentaje de Azicar Reductor y el
porcentaje de Equivalente de dextrosa obtenidos al final del tratamiento en la hidrélisis

enzimética de las cascaras de pifia de acuerdo a los tiempos de fermentacion.
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TABLA N° 6.3
RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA CELULASA'Y
EL TIEMPO DE HIDROLISIS CON EL PORCENTAJE AZ{CAR
REDUCTOR Y PORCENTAJE EQUIVALENTE DE DEXTROSA

% Equivalente

. % Azicar %

Y% Tiempo ;A;Adzuucig: Reductor |Equivalente| Dextrosa
Amilasa (minutos) Prom . Dextrosa Prom.

0.5 18 3.0 - 33 7.2 7.7
0.5 18 3.5 7.7
0.5 18 38 8.3
0.5 24 6.0 6.8 131 14.9
0.5 24 7.4 16.3
0.5 24 7.0 15.2
0.5 30 8.1 7.8 18.9 17.4
0.5 30 7.7 16.8
0.5 30 7.5 16.4
1 18 7.8 8.2 16.6 18.0
1 18 8.4 18.6
1 18 8.5 18.9
1 24 11.3 11.2 214 20.9
1 24 10.6 19.1
1 24 11.6 22.1
1 30 12.2 11.6 24.2 227
1 30 11.9 22.6
1 30 10.8 21.4
1.5 18 9.5 9.6 19.5 19.2
15 18 100 19.4
1.5 18 8.3 18.8
15 24 12.4 13.1 246 25.9
1.5 24 136 27.0
1.5 24 13.2 26.2
1.5 30 13.7 14.5 29.6 31.3
1.5 30 14.0 30.5
1.5 30 15.8 33.8

Fuente: Elaboracion propia.
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La concentracion enzimatica de la Gramozyme Celulasa fungal de mayor intensidad
de la reaccién de hidrélisis fué del 1.5% durante una incubacién de 30 Horas ya que se
obtuvieron hidrolizados con mayores porcentajes de Aziicares Reductores y mayores

porcentajes de Equivalente de Dextrosa mayores (Tabla N° 6.3, pagina N° 75).

Los mayores porcentajes de ambos parametros se presentaron en las concentraciones
de Gramozyme Celulasa fungal durante un tiempo de 30 horas con valores promedio
de 31.3 de % de Equivalente Dextrosa. (Grafico N°6.3).

GRAFICO N°6.3
RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA CELULASA Y
EL TIEMPO DE HIDROLISIS CON EL PORCENTAJE DE EQUIVALENTE
DE DEXTROSA.

Relacién entre Concentracion de Celulasa y Tiempo de Hidrolisis con
% Equivalente de Dextrosa {Promedio)

31.30

o]

BEERE

% Equivalente Dextrosa {(Promedio)

— _ Concentracién de Celulasa (% p/v)
Tiempo de Hidrolisis =~

818 B24 B3O

Fuente: Elaboracién propia.
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Por lo tanto, Ja concentracién de la enzima Gramozyme Celulasa fungal para una mayor
hidrolisis tiene un optimo de actividad al 1.5%, ya que al 0.5% o 1%, los °Brix,
porcentaje de Aztcar Reductor y el porcentaje de Equivalente de Dextrosa obtenidos
al final del tratamiento en la hidrolisis enzimatica de las cascaras de pifia de la variedad
Golden son bajos. Es importante que se mantenga la agitacién constante en el proceso

de hidrélisis para mejores resultados.

La variacion en el pH no es considerable ya que en todas las pruebas realizadas no varié
mucho estando en un rango de pH de 4.5 a 5,5 apropiados para que la enzima
Gramozyme Celulasa fungal pudiera hidrolizar la cascara de pifia luego del proceso de

deslignificacion.

Los hidrolizados obtenidos en la hidrélisis enzimdtica fueron poco viscosos, naranja
amarillento y con brillo moderado. Una mayor fluidez se observé en los hidrolizados
obtenidos a una concentracion de la enzima Gramozyme Celulasa fungal al 1.5% y con

un tiempo de incubacion de 30 horas.

De acuerdo ala clasificacién de BeMiller J. y R. Whistle (2009), las dextrinas y jarabes
glucosados obtenidos fueron de tipo I para la hidrélisis enzimatica de Gramozyme
Celulasa fungal al 1% y al 1.5%.

Las dextrinas y jarabes glucosados obtenidos, se pueden considerar aptos para su
consumo adicionandolo en bebidas naturales, energéticas o vitaminicas, de diferente
composicion, ricos en oligosacaridos de cadenas lineales cortas o -maltodextrinas que

pueden ser pueden ser utilizados en la industria por sus propiedades funcionales.
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Se recomienda almacenar el producto de 0 a 10°C en envase intacto, en lugar seco y
protegido de la luz solar. El producto fue pasteurizado para mantener una estabilidad

Optima e inactivar las enzimas.

En la obtencidn de las dextrinas y jarabes glucosados puede resultar necesario aumentar
la concentracion enzimatica y/o los tiempos de accidén o incubacién enzimatica, si la
enzima ha experimentado un almacenamiento prolongadoe o condiciones adversas,

incluyendo temperatura o humedad aita.

Se sugiere realizar la determinacion del tiempo de vida util de las dextrinas y jarabes
glucosados a base de cascara de piiia, ya que en el presente proyecto solo se aplicaron
como métodos de conservacion la pasteurizacion y refrigeracion sin verificar las

ventajas y desventajas de los mismos sobre el producto.

La hidrélisis enzimdatica es importante en la industria alimentania por los efectos
fisicoquimicos u organolépticos que produce, tales como la disminucion de la
viscosidad, mejora de la filtrabilidad, disminucién de la tendencia a la cristalizacion,
clarificaciéon y estabilizacion de los liquidos con wvistas a su conservacion,
mnsolubilizacion de macromoléculas por formacién de coagulos, mejora en la
fermentabilidad, mejora de la estabilidad bacteriologica, correccion de las deficiencias
enzimaticas de origen natural, mejora de la textura y las caracteristicas organolépticas,

aumento del poder edulcorante y otros.
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VII. DISCUSION

7.1: Comparacion de la concentracién de Celulasa y el Tiempeo de hidrélisis con

respecto al porcentaje de Azicar Reductor

Esto se comprueba al analizar estadisticamente los efectos de la concentracion de la
enzima Celulasa fungal sobre la conversion de la lignocelulosa de la cascara de pifia
con respecto del porcentaje de azucares reductores mediante el andlisis de varianza de
la relacion entre la concentracion de Celulasa (0.5 %, 1%y 1.5% (p/v)) y ¢l tiempo de
hidrolisis (18, 24 y 30 horas) con respecto del porcentaje de azitcar reductor producido.
{Tabla N°7.1).
TABLA N°7.1.
ANALISIS DE VARIANZA DE LA RELACION ENTRE LA
CONCENTRACION DE CELULASA Y EL TIEMPO DE HIDROLISIS CON
EL PORCENTAJE DE AZUCAR REDUCTOR

RESUMEN Cuenta Suma - Promedio Varianza

Celulasa 0.5 % (p/v) 3 18.0 6.0. ‘ 52
Celulasa 1.0 % (p/v) 3 31.0 103 34
Celulasa 1.5 % (p/v) 3 372 124 63
T. Hidrélisis 18 Horas 3 213 7.1 105
T. Hidrolisis 24 Horas 3 31.0 10.3 103
T. Hidrélisis 30 Horas 3 339 11.3 11.4
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Pr;n;edto P babilidad p-:m

variaciones cuadrados libertad © 1os & Probabilidad - criticy para
cuadrados \—I-F‘l

% Celulasa (p/v) 63.87 2.00 3194 215'84 0.00 694
Tiempo de
Hidrolisis 29.25 2.00 1462 9883 0.00 694
Error 0.59 - 400 0.15
Total 93.71 8.00

Criterio estadistico: 95% de confianza

Fuente: Elaboracion propia.
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De acuerdo a los analisis realizados se encontro;

- A una significancia de 0.05>0.000, podemos concluir que existe diferencias
significativas de los porcentajes de Azicar Reductor encontrados respecto a la
Concentracion de Celulasa fungal utilizado (0.5 %, 1% y 1.5% (p/v)).

- A una significancia de 0.05>0.000, podemos concluir que existe diferencias
significativas de los porcentajes de aziicar reductor encontrados respecto al tiempo
de hidrolisis estudiado (18, 24 y 30 horas).

Por lo tanto, los analisis estadisticos demostraron que existieron diferencias
significativas entre la concentracion de celulasa y los tiempos de hidrolisis versus el
porcentaje de azicar reductor ya que el valor de probabilidad es menor a 0.05 (criterio

estadistico escogido).

Sin embargo, es necesario llevar a cabo un disefio de optimizacién para evaluar mas

rigurosamente como se comportan estas interacciones.
a. Contrastacion de la Hipotesis Especifica 1

Hipotesis Especifica 1: La concentracion de celulasas que actia en el mosto de cascaras

de Ananas comosus (Pifia) influye en la produccion de jarabes glucosados).

De acuerdo a la Correlacién de Spearman de las Medidas simétricas Celulasa versus ¢l
porcentajes Azucar reductor (Tabla N° 7.2 y Grafico N° 7.1 de la pagina 81), como se
puede observar en la tabla la concentracion de celulasas y el porcentaje de Azucar
Reductor se relacionan de manera significativa al obtener un valor de correlacion Rho
de Spearman de 0.833 existiendo una fuerte correlacion de las variables, asi mismo la

relacion es significativa puesto que la significancia de p = 0,000 indica que es menor a
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0,05, aceptando la hipétesis especifica 1. La concentracién de Celulasas influye con un

69.4% sobre el porcentaje de Azticar Reductor.

TABLA N° 7.2
CONCENTRACION DE CELULASA VERSUS PORCENTAJE AZUCAR
REDUCTOR. MEDIDAS SIMETRICAS

Valor Sig. aproximada

Correlacion de Spearman 833 000
N de casos validos 27

Fuente: Elaboracion propia.

GRAFICO N° A7._1
CONCENTRACION DE CELULASA VERSUS EL PORCENTAJE
AZUCAR REDUCTOR
Concentracién Celulasas - % Azucar Reductor
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Fuente: Elaboracion propia.
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b. Contrastacién de la Hipétesis Especifica 2

Hipétesis Especifica 2: El tiempo de hidrélisis enzimatica de cascaras de Ananas

comosus (Pifia) influye en la produccion de jarabes glucosados.

De acuerdo a la Correlacion de Spearman de las Medidas simétricas del tiempo de
hidrolisis (18, 24 y 30 horas) versus el porcentaje de aziicar reductor, como se puede
observar en la tabla N° 7.3, el tiempo de hidrolisis y el porcentaje de aziicar reductor
se relacionan de manera significativa al obtener un valor de correlaciéon Rho de
Spearman de 0.472 existiendo una moderada correlacion de las variables, asi mismo la
relacion es significativa puesto que la significancia de p = 0,013 indica que es menor a

0,05, aceptando Ia hip6tesis especifica 2.

El tiempo de hidrolisis influye con un 22.3% sobre el porcentaje de azucar. (Ver
Grafico N° 7.2 de la pagina 83).

TABLAN° 7.3
TIEMPO DE HIDROLISIS VERSUS PORCENTAJE AZUCAR REDUCTOR
MEDIDAS SIMETRICAS
Valor Sig. aproximada
Correlacion de Spearman 472 013
N de casos validos 27

Fuente: Elaboracion propia.



GRAFICO N° 7.2

TIEMPO DE HIDROLISIS VERSUS EL PORCENTAJE AZUCAR
REDUCTOR
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Fuente: Elaboracion propia.

7.2: Comparacion de la Concentracién de Celulasa y el Tiempo de hidrélisis con

respecto al Porcentaje de Equivalente de Dextrosa

Esto se comprueba al analizar estadisticamente los efectos de la concentracion de la
Celulasa fungal sobre la conversion de la lignocelulosa de la céscara de piiia sobre el
porcentaje de equivalente de dextrosa mediante el analisis de varianza de la relacion
entre la Concentracion de Celulasa y el tiempo de hidrolisis con el porcentaje de
Equivalente de Dextrosa. (Tabla N° 7.4 de la pagina 84).
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TABLAN° 74
ANALISIS DE VARIANZA DE LA RELACION ENTRE LA
CONCENTRACION DE CELULASA Y EL TIEMPO DE HIDROLISIS CON
EL PORCENTAJE DE EQUIVALENTE DE DEXTROSA

RESUMEN Cuenta Suma  Promedio Varianza
Celulasa 0.5 ‘

% (p/v) 3 400 13.3 25.0
Celulasa 1.0
% (p/v) 3 61.6 20.5 5.6
Celulasa 1.5 :
% (p/v) 3 76.5 255 36.5
T. Hidr6lisis
18 Horas 3 450 150 40.0
T. Hidrolisis
24Horas 3 61.7 20.6 30.7
T. Hidrolisis
30 Horas 3 714 23.8 49 4
ANALISIS DE
VARIANZA
. ' !leo?
Origen de Grados . Promedio -
las c‘:’; ol g;'s de delos | Probabilidad ?-J’i’:fl 2
variaciones libertad cuadrados P ‘
% Celulasa
(p/v) 224 .64 2.00 112.32 29.08 0.00 6.94
Tiempo de
Hidrolisis 118.83 2.00 59.42 15839 0.01 694
Error 1545 4.00 3.86
Total 358.91 8.00

Criterio estadistico: 95% de confianza

Fuente: Elaboracion propia.

84



De acuerdo a los andlisis realizados se encontré:

- Los analisis estadisticos demostraron que existieron diferencias significativas entre
la concentracion de Celulasa fiingal utilizada y los tiempos de hidrolisis versus el
porcentaje de Equivalente de Dextrosa.

- A una significancia de 0.05>0.000, podemos concluir que existe diferencias
significativas del porcentaje de Equivalente de Dextrosa encontrados respecto a la
concentracion de celulasa fungal utilizado (0.5 %, 1% y 1.5% (p/v)).

- A una significancia de 0.05>0.000, podemos concluir que existe diferencias
significativas de los porcentajes de Equivalente de Dextrosa encontrados respecto

al tiempo de hidrélisis estudiado (18, 24 y 30 horas).

Por lo tanto, los andlisis estadisticos demostraron que existiecron diferencias
significativas entre la concentracion de celulasa utilizada y los tiempos de hidrolisis
versus el porcentaje de Equivalente de Dextrosa (ED) va que ¢l valor de probabilidad

es menor a 0.05 (criterio estadistico escogido).

Sin embargo, es necesario Ilevar a cabo un disefio de optimizacion para evaluar mas

rigurosamente cOmo se comportan estas interacciones.
a. Contrastacién de la Hipétesis Especifica 1

Hipotesis Especifica 1: La concentracion de celulasas que actila en el mosto de cdscaras

de Ananas comosus (Pifia) influye en la produccion de jarabes glucosados.

De acuerdo a la Correlacién de Spearman de las Medidas simétricas Celulosa versus el
porcentaje de Azicar Reductor, como se puede observar en la Tabla N° 7.5 de la pagina
86, la concentracion de Celulasa y el porcentaje de Equivalente de Dextrosa se

relacionan de manera significativa al obtener un valor de correlacion Rho de Spearman
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de 0.813 existiendo una fuerte correlacion de las variables, asi mismo la relacion es
significativa puesto que la significancia de p = 0,000 indica que es menor a 0,05,
rechazando la hipdtesis nula, aceptando la alterna. La concentracion de Celulasas

influye con un 66.1% sobre el porcentaje de Equivalente de Dextrosa. (Grafico N°7.3).

TABLA N° 7.5
CONCENTRACION DE CELULASA VERSUS PORCENTAJE
EQUIVALENTE DE DEXTROSA. MEDIDAS SIMETRICAS

Valor ~  Sig. aproximac-l;_
Correlacién de Spearman 813 .000
N de casos validos 27
Fuente: Elaboracién propia.
GRAFICO N° 7.3

PORCENTAJE DE CELULASA VERSUS EL PORCENTAJE
EQUIVALENTE DE DEXTROSA

% de Celulasa VS % Equivalente de Dextrosa
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Fuente: Elaboracion propia.
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a. Contrastacion de la Hipétesis Especifica 2

Hipétesis Especifica 2: El tiempo de hidrdlisis enzimatica de cascaras de 4nanas

comosus (Piifia) influye en la produccion de jarabes glucosados.

De acuerdo a la Correlacién de Spearman de las Medidas simétricas del tiempo de
hidrdlisis versus el porcentaje Equivalente de Dextrosa, como se puede observar en la
Tabla N° 7.6 el tiempo de hidrolisis y el porcentaje de Equivalente de Dextrosa se
relacionan de manera significativa al obtener un valor de correlacion Rho de Spearman
de 0.504 existiendo una moderada correlacién de las vatiables, asi ﬁiismo la relacion
es significativa puesto que la significancia de p = 0,007 indica que es menor a 0,05,

aceptando la Hipotesis especifica 1.

El tiempo de incubacion influye con un 25.4% sobre el porcentaje de Equivalente de
Dextrosa. (Grafico N° 7.4 de la pagina 88).

TABILA N° 7.6
TIEMPO DE HIDROLISIS VERSUS PORCENTAJE EQUIVALENTE DE
DEXTROSA. MEDIDAS SIMETRICAS

Valor Sig. aproximada
Correlacion de Spearman .504 007

N de casos vé]idos 27

Fuente: Elaboracién propia.
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GRAFICO N° 7.4

TIEMPO DE HIDROLISIS VERSUS PORCENTAJE EQUIVALENTE DE

DEXTROSA
Tiempo de Incubacion VS % de Equivalente de
Dextrosa
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Fuente: Elaboracion propia.

Por lo tanto, se puede concluir:

Existe diferencia significativa entre el porcentaje de azicares reductores y
porcentaje de Equivalente de Dextrosa (ED) medida para distintas
concentraciones de enzima siendo la concentracion de mayor actividad para la
hidrélisis enzimatica la de 1.5% p/v.

Existe diferencia significativa entre el porcentaje de azucares reductores y
porcentaje de equivalente de dextrosa (ED) medida para los distintos tiempos
de hidrolisis enzimatica siendo el tiempo de hidr6lisis de 30 horas donde se

produjo la mayor hidrélisis enzimética.
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- Se aceptan la Hipotesis General (la aplicacion del proceso de transformacion
de las cascaras de Ananas comosus (Pifla) por hidrolisis enzimatica permitira
obtener jarabes glucosados evaluando la concentracion de Celulasas y el tiempo
de hidrolisis del mosto).

- Se acepta la Hipotesis Especificas 1 (la concentracion de Celulasas que actiia
en ¢l mosto de cascaras de Ananas comosus (Pifia) influye en la produccién de
jarabes glucosados).

- Se acepta la Hipdtesis Especificas 2 (el tiempo de hidrolisis enzimatica de
cascaras de Ananas comosus (Pifia) influye en la produccion de jarabes

glucosados).

Se pudo aprovechar un recurso nacional que ha sido subutilizado como la cascara de
pifia (Ananas comosus). Se obtuvieron dextrinas y jarabes glucosados a partir de
c¢ascara de pifia (Ananas comosus) por la hidrolisis enzimatica por la celulasa fiingal,
al respcto, Swaroopa R. & Krishna N., (2004), informan que la cascara y la corona
estan constituidas principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, las cuales la
hacen no comestibles para los humanos, pero potencialmente aprovechables para

obtener otros productos de valor agregado.

Para el presente estudio se utilizo la enzima Gramozyme Celulasa fungal que provocod
la hidrélisis del polisacarido celulosa a oligosacaridos de cadena corta que se evidencié
por el aumento del Porcentaje de Azucar Reductor y ¢l Porcentaje de Equivalente de
Dextrosa y la obtencion de jarabes glucosados. Al respecto, Krogh K. et af., (2004);
Wen N. et al., (2005); Sehnem Z et al., (2006), proponen el uso de enzimas segregadas
por hongos filamentosos para la hidrolisis enzimatica de residuos lignoceluldsicos
como son: las celulasas, que engloban un conjunto de enzimas que hidrolizan Ia
celulosa cristalina a pequefios oligosacaridos y posteriormente a glucosa; v las

hemicelulasas, que hidrolizan la hemicelulosa a aziicares monoméricos.
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Para elaborar jarabe de glucosa a partir de cascara de pifia (4nanas comosus), se
requiere seleccionar previamente las ciscaras descartando aquellas que presentaban
dafio causado por insectos o pudricion para obtener resultados confiables al realizar las

pruebas de hidrélisis enzimatica de los componentes lignocelulosicos de las cascaras.

Para la obtencidn de jarabes glucosados a partir de cascaras de pifia €s muy importante
un tratamiento previo de las cascaras lo que concuerda con diferentes investigadores
que manifiestan que para poder procesar adecuadamente los materiales
lignocelulosicos es necesario someterlos a pretratamientos para poder favorecer la
hidrélisis de la celulosa para generar azicares fermentables mediante ¢l vso de
celulasas (Medina M., 2011). La lignocelulosa es altamente resistente a su hidrolisis,
ya que el conjunto de celulosa, hemicelulosa y lignina, estin unidos entre si por enlaces
covalentes, diversos puentes intermoleculares y fuerzas de van der Waals (Kumar S. et
al, 2010). El fin de someter a pretratamientos al material vegetal es facilitar la
hidrdlisis principalmente de la celulosa ya que la conformacién natural, llamada
cristalina, es muy resistente a su hidrolisis. Los pretratamientos promueven la
generacion de regiones amorfas en la celulosa las cuales son mas susceptibles a
hidrolisis (Hu Z. y Wen Z., 2008). Durante el pretratamiento el sustrato lignoceluldsico
aumenta la digestibilidad con el incremento de la porosidad permitiendo la

accesibilidad de las celulasas a la celulosa. (Bohorquéz C. y Herrera S_, 2005).

Los jarabes que se obtuvieron de hidrolisis enzimatica de acuerdo a BeMiller J. and R.
Whistle (2009) fueron del tipo I que consisten principalmente de segmentos de peso
molecular alto y dextrinas lineales. Esta categoria obtenida se explica porque la
hidréhisis enzimatica de la celulasa fue limitante ya que no tubo valores altos de
azicares reductores y equivalentes de dextrosa como se esperaba, esto es por la poca
eliminacién de la lignina que limitaba la accién de la enzima celulasa puestos que no

fueron suficientes los tratamientos mecanicos y térmicos aplicados en este estudio. Esto
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concuerda con Han M. ef al, 2011 quien menciona que la conversion de biomasa
lignoceluldsica a otros productos es un proceso complejo debido a la estructura quimica
de la pared celular de este material vegetal, por lo tanto, es necesario implementar un
tratamiento previo el cual permita pasar de un complejo celuldsico a azicares

fermentables que contengan principalmente glucosa.

Al respecto. Martin C. y P. Manzanares, (1994) informan que la celulosa estd muy bien
protegida para el ataque por agentes quimicos y biologicos. Las moléculas se
encuentran solo dentro de las mucrofibrillas y rodeadas de una matriz de otros
materiales reactivos; dos terceras partes de la celulosa estian en forma cristalina y la
mayoria de la celulosa se encuentra en la capa S2 de la pared celular que no esta
expuestafa los agentes externos. Esto supone la existencia de sucesivas barreras
protectoras que dificultan el acceso de agentes quimicos'y enzimas a las cadenas de

celulosa.

Por su parte Arellano C. (2015) encontré que el pretratamiento alcalino de Pennisetum
sp y de la cascara de Jatropha curcas permite solubilizar esencialmente lignina,
permitiendo asi una mejor disponibilidad de las fracciones celuldsicas para la accién
enzimatica, en comparacion de las condiciones empleadas durante el pretratamiento
acido.

Es importante continuar con estudios de evaluacion de hidrolisis enzimatica de la
celulosa tomando en consideracion diferentes factores que puedan regularla. Al
respecto, Medina M. (2011), sefialé que la hidrolisis enzimatica ha cobrado mucha
importancia ya que s un procese poco agresivo para ¢l material y para el medio en ¢l
que se trabaja y que el tinico requerimiento para una hidrolisis enzimatica es ajustar las
condiciones, como el pH y la temperatura para que el proceso enzimatico se lleve a

cabo adecuadamente.

91



/

Por otro lado, Palmowski L. y Mueller J., (1999), informan que existen diversos
procesos para llegar al mismo fin, donde el proceso va desde un tratamiento mecanico,
como la reduccion de tamafio de particula para aumentar el area de superficie de

hidrolisis y disminuir ¢l grado de polimerizacion de los compuestos.

A su vez, Hendriks A. y Zeeman G., (2009) informan que también se usan tratamientos
térmicos donde ¢l efecto es que a altas temperaturas (150 — 180 °C) la hemicelulosa y
lignina comienzan a solubilizarse dejando a la celulosa mds expuesta para ser
hidrolizada. Se han usado tratamientos 4cidos y alcalinos, los cuales promueven de
i1gual manera la solubilizaci6n de la lignina y principalmente la hemicelulosa teniendo
el mismo proposito que el fratamiento térmico. También se puede optar por
tratamientos oxidativos, donde se agregan agentes oxidantes como acido peracético,
perdxido de hidrégeno u ozono, donde el objetivo es afectar ia lignina y hemicelulosa
y promover la accesibilidad a la celulosa para su hidrolisis. A excepcion de los

tratamientos mecanicos, los fratamientos quimicos (acidos, dlcalis u oxidacioén) se

- pueden combinar con los térmicos para poder aumentar la susceptibilidad de la celulosa

al lndrolisis.

Los jarabes glucosados obtenidos, se pueden considerar aptos para su consumo
adicionandolo en bebidas naturales, energéticas o vitaminicas, de diferente
composicion, ricos en oligosacaridos de cadenas lineales cortas o maltodextrinas que

pueden ser pueden ser utilizados en la industria por sus propiedades funcionales.
Se recomienda almacenar el producto de 0 a 10°C en envase intacto, en lugar seco y

protegido de la luz solar. El producto fue pasteurizado para mantener una estabilidad

Optima e inactivar las enzimas.
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CONCILUSIONES

Se pudo aprovechar un recurso nacional que ha sido subutilizado como la
cascara de pifia (Arnanas comosus).

El proceso de hidrélisis enzimatica de la cascara de pifia es bastante
reproducible, siempre y cuando se mantengan constantes los pardmetros de
tiempo y temperatura.

Se obtuvieron jarabes glucosados a partir de cascara de pifia (Ananas comosus)
por la hidrélisis enzimatica de la enzima Celulasa fingal.

Existe diferencia significativa entre el porcentaje de Azicares Reductores y
porcentaje de Equivalente de Dextrosa (ED) medida para distintas
concentraciones de enzima siendo la concentracion de mayor actividad para la
hidrélisis enzimatica la de 1.5% (p/v).

Existieron diferencias significativas entre los porcentajes de Celulasa fungal
utilizados y los tiempos de hidrolisis versus el porcentaje de Azucar Reductor.
Los analisis estadisticos demostraron que existieron diferencias significativas
entre los porcentajes de la enzima Celulasa fungal utilizados y los tiempos de
hidrolisis versus el porcentaje de Equivalente de Dextrosa.

La variacidn en el pH no es considerable ya que en todas las pruebas realizadas
no varié mucho estando en un rango de pH de 4.5 a 5,5 apropiados para que la
enzima Celulasa fungal pudiera hidrolizar la cascara de pifia luego del proceso
de deslignificacion.

Los mayores porcentajes de Azicar Reductor y de Equivalente de Dextrosa se
presentaron en las concentraciones de Celulasa fungal de 1.5% (p/v). durante
un tiempo de 30 horas a 50°C con valores promedio de 14.3% de porcentaje

Azucar Reductor y de 31.3% de porcentaje de Equivalente Dextrosa.
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Los resultados obtenidos en la hidrélisis enzimatica correspondieron con un
aumento de dicha ldrélisis a lo large del tiempo. Este aumento fue
proporcional.

Una mayor fluidez se observd en los hidrolizados obtenidos a una
concentracion de la enzima celulasa fingal al 1.5% p/v. y con un tiempo de
hidrolisis de 30 horas a 50°C. '

Los hidrolizados obtenidos en la hidrélisis enzimatica fueron poco viscosos,

naranja amarillento y con brillo moderado.
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RECOMENDACIONES

Es muy importante que todas las fases del proceso puedan ser controladas, para que
los resultados sean mas eficientes en cuanto a la hidrélisis enzimatica por Celulasas.
Es necesaria mas investigacion sobre la determinacién de la mejor relacion enzima-
sustrato determinada en la hidrélisis enzimatica de las cascaras de piila.

Es importante continuar con estudios de evaluacion de hidrolisis enzimatica de la
celulosa tomando en consideracion diferentes factores que puedan regularia.

Se debe estudiar mas sobre los tiempos de hidrélisis mas convenientes para la
hidrolisis enzimatica de los componentes lignocelulosicos de la cascara de piiia.
Realizar un estudio con una mayor concentracion de enzima Celulasa comercial
para comprobar si es posible efectuar una disminucién de tiempos de accion de la
misma, de este modo el proceso productivo para la elaboracion de jarabe se llevara
a cabo en un menor tiempo y por lo tanto disminuiran los costos de produccion.
Realizar un estudio que combine el proceso de hidrolisis quimica previa al
tratamiento de hdrolisis enzimatica de la celulasa fungal. .

Hacer un analisis de los costos de produccion de jarabe de glucosa para definir la
viabilidad o no del uso de enzimas celulasas.

Realizar pruebas de aceptacion y funcionalidad del producto.

Verificar la calidad microbiolégica del producto final.

Efectuar un refinamiento posterior, en el producto final con ¢l objetivo de clarificar
y mejorar las caracteristicas del jarabe de glucosa.

Se deben estudiar m4s las caracteristicas de los subproductos del procesamiento de

cascara de pifia y determinar si se puede dar algin uso a los mismos.
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FIGURA N° 9.1
MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS

Fuente: Elaboracién propia.

110




FIGURA N° 9.2

FOTOS EXPERIMENTALES DE LA SELECCION, LAVADO Y PESADO Y
TROZADO DE LAS CASCARAS DE PINA (ETAPA 1)

Seleccitn v lavado de la céscara de piiia

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N°© 9.3
FOTOS EXPERIMENTALES DEL TRATAMIENTO TERMICO,
ENFRIAMIENTO, LICUADO DE LAS CASCARAS DE PINA (ETAPA 1)

Tratamiento téirmico o 100°C de la ciscara de pifia

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURANC9.4
FOTOS EXPERIMENTALES DEL ACONDICIONAMIENTO DE MOSTOS
EN FRASCOS ESTERILIZADOS PARA SU TRATAMIENTO TERMICO EN

| AUTOCLAVE (ETAPA 1)

-

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 9.5

FOTOS EXPERIMENTALES DEL PROCEDIMIENTO DESARROLLADO

PARA LA DETERMINACION DE HUMEDAD DE LA CASCARA DE PINA
(Ananas comosus) VARIEDAD GOLDEN

Peso micial da cascara de piiz
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Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA N° 9.6
PRUEBA CUALITATIVA DE DETERMINACION DE AZUCARES
REDUCTORES CON REACTIVO DE BENEDICT EN LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS
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Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA N° 9.7
FOTOS EXPERIMENTALES DEL PROCEDIMIENTO DESARROLLADO
PARA LA DETERMINACION DE ACIDEZ TITULABLE DE LOS JARABES
GLUCOSADOS DE CASCARA DE PINA (4nanas comosus) VARIEDAD
GOLDEN

Preparacién de muestras para mediciones de acidez fitplahle

Fuente: Elaboracién propia.
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TABLA N° 10.1
FICHA TECNICA ENZIMA GRAMOZYME CELULASA

KRSy BN kb ot RERANOTEC
FICHA TECIVICA

-} Granozyme Celulasa
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Fuente: GRANOTEC. 2018.
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TABLA N° 10.2
CERTIFICADO DE ANALISIS. GRAMOZYME CELULASA

STt v Bbvnriapta pr b ST RERANOTEC
CERTIFICADO DE ANALISIS

Granozyme Celulasa

Fecha acaua) - RB/E
N Certicado : $185
Lo N° 1805205
Fecha de produccidn 290518
Fecha de vencimiento JEX
Presentacion : Bolsas
ANALISIS UNID ESPECIFICACIONES ~ RESULTADOS
Fisico Grémicas |
Aparientia -— Poho Currpie ‘
Color —  Cema-avariocemoso  Carrple |

g— . N
5 M agre i U R WL [F 'm it Lo & _s.

{ T ey Reeowt ? Pl L § e s

Fuente: GRANOTEC. 2018.
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TABLA N° 10.3

EJEMPLOS DE PRETRATAMIENTOS A MATERIALES

m

LIGNOCELULOSICOS

Métodos Procedmientos Referenca
Pulverizado Sun y Cheng,
mecinco | Mollenda 2002
YuyZhang,
Piréhisis Temp.> 300 °C 2003
Vapor sahwado 2 160 - 260 °C, p= 069 - 485 MPa por unos sequmdos o| Sadersirome!
Explosién a vapor | minulos y Fberacitn de presiin hasta presion atmostérica al, 2003
Aguaiquida
cafiente Agua cafiente a presidn T= 170 - 230 °C 1 - 46 min Lyndsf o, 2002
Explasion de ftra Ctumdawated
conamonizce |1 - 2Kg de amoniacolkg de matanal seco 90 °*GA30 min al, 2007
Exploszin con Sun y Cheng,
co2 4 kg de GO0ty de material p= 5.62 MPa2 2002
Sun y Cheng,
Ozondfsis | Ozono a {emperatura y presion ambiente 2002
Rodriguez-
Hrdrofists con Chong et al,,
&oido dido [ H;50:, HOI, HNOs 1-5% (T=120- 160 °C 1, MPa 2004
Hidrdfisis con Teirera et al,
acrdo concenirado ( H:50 10 - 30%, dcido peravétioo 21 - 60% (T= 170 - 190 °C) 1993
, Sun y Cheng,
Hidréfists alcafina | NaQH dBuido, 24 B0 °C 2002
Organosolventes | Solventes orgénicos y su mezcda can 1% de HiS04 y HO! 7 Lynd efal, 2602
W

Fuente: Medina. M. et af., 2011
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FIGURA N° 10.1
MODELO DE LA INTERACCION DE LOS COMPONENTES DE LA PARED
| CELULAR
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Fuente: Saha B., 2003.
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GRAFICO N° 10.1

ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS CELULASAS SOBRE SUSTRATO
CARBOXIMETIL CELULOSA A DIFERENTES TIEMPOS Y

TEMPERATURAS

glucosa(g)isustrato (mi)
e 4 N »oom o
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Fuente: Paredes M.

etal., (2011).

GRAFICO N° 10.2

ACTIVIDAD RELATIVA DE ENZIMAS CELULASAS SOBRE SUSTRATO
CARBOXIMETIL CELULOSA A DIFERENTES VALORES DE pH
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Fuente: Paredes M. et al., (2011).
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GRAFICO N° 10.3
PRODUCCION DE CELULASAS POR A. niger, EXPRESADAS EN

UNIDADES ENZIMATICAS PROMEDIO/ML DE EXTRACTO HASTA LOS

20 DIAS DE INCUBACION (P < 0,05)
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Fuente: Llenque L. et. gf, (2015).
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TABLA 10.4. MATRIZ DE CONSISTENCIA

PROBLEMA OBJETIVO GENERAL | HIPOTESIS VARIABLES E
GENERAL Y Y ESPECIFICOS INDICADORES
ESPECIFICOS ,

1. Problema General 1. Objetive General VARIABLE

(Con que tiempo de 1. Hipotesis General INDEDEPENDIENTE
hidrolisis enzimatica y con | Determinar a nivel de|La aplicacion de! proceso | Concentracién de la
qué concentraciones de | laboratorio el efecto de la|de transformacion de las | enzima celulasa
enzima celulasas | aplicacién de la enzima|cascaras de  Ananas|Tiempo de hidrolisis de
obtendremos jarabes | celulasa a las céscaras de |comosus  (Piba)  por|la cascara de pifia
glucosados de calidad a|pifia (dnanas comosus) | hidrolisis enzimatica

partit de céscaras de|para la produccién de|permitira obtener jarabes | VARIABLE

Ananas comosus (Pifia)? | jarabe glucosado, glucosados evaluando la | DEPENDIENTE

2. Problemas Especificos

;Con que concentraciones
de la enzima celulasa
obtendremos jarabes
glucosados de calidad a
partir de cascaras de
Ananas comosus (Pifia)?

{Con que tiempo de
hidrolisis enzimatica de la
celulasa obtendremos
jarabes  glucosados de
calidad a partir de céscaras
de  Ananas  comosus

(Pifiay?

2.0bjetiveo especifico
Determinar a  nivel de
laboratorio las
concentraciones de enzima
celulasa  Optimas  para
obtener jarabe glucosado de
calidad a partir de cascaras
de pifia.
Establecer a nivel de
laboratoric los tiempos
optimos  de  hidrolisis
enzimitica de la celulasa
para obtener jarabe
glucosado de calidad a
partir de cascaras de pifia

concentracion de
celulasas v el tiempo de
hidrdlisis del mosto,

2. Hipétesis
especificas
ILa concentracion de
celulasas que actia en el
mosto de cascaras de
Ananas comosus (Pifia)
influye en la produccion
de jarabes glucosados.

El tiempo de hidrolisis
enzimatica de cascaras de
Ananas comosus (Pifa)
influye en la produccién
de jarabes glucosados.

Calidad del mosto
alcohdlico producido de
cascara de pifia
hidrofizada por
celulasas expresado
como; Grado alcoholico
Porcentaje de etanol

INDICADORES:
Calidad del hidrolizado
enzimatico de la cascara
de pifia  expresado
Como;

Contenido de azucares
reductores
Equivalentes de
dextrosa

METODOLOGIA

2. Determinacion de humedad. Método gravimétrico.

3. Determinacion de la acidez (INDECOPI, NTP 203.070.

TIPO: Experimental y Observacional analitico -

correlacional - prospectivo,

Diseito: Completamente al azar con modelo factorial de
32 correspondiente a la combinacion de factores
(Concentracion de la celulasa y Tiempo de hidrolisis) y
con tres repeticiones.

Universo poblacional (N)
Diez kilos de cascara de pifia obtenido de los frutos de la
pifia {Ananas comosus) tratado por Hidrélisis enzimdtica.

Mauestra poblacional (n)

Muestra de 1000 mi de solucion de cascara de pifia
tratado por hidrolisis enzimatica en tres repeticiones por
tratamiento con los 03 diferentes concentraciones de
celulasa (0,5%, p/v., 1% p/v. ¥ 1,5% p/v) y 03 diferentes
tiempos de hidrolisis {18, 24 y 30 horas) para la obtencion
de jarabes glucosados.

Meétodos de Andlisis

1. Determinacién del contenido de azucares reductores.
Método de Eynon-Lane. NTP 203.002-1979 y NTP
208.102:2014

NTP 209.264. 2001.

1977. Revisada el 2012; INDECOPI, NTP 211.040.
2012).
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