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GLOSARIO

ABSORBANCIA: relacion (logaritmica) entre la intensidad de la luz que incide sobre
una muestra y la intensidad de esa misma luz que es transmitida a través de esa
muestral.

AZUCAR REDUCTOR: “monosacarido o disacéarido que puede ceder electrones a
otras moléculas y puede, por tanto, actuar como agente reductor. La presencia de
un grupo cetona (-CO-) o aldehido (-CHO) libre permite a la mayoria de los
monosacaridos y polisacaridos actuar como azucares reductores”.?

CARGAS (RELLENOS): compuestos introducidos en la elaboracion de papel para
imprenta con el fin de mejorar la opacidad, blancura, lisura, imprimibilidad y bulto
del papel®.

CELULOSA: homopolimero de cadena lineal formado por moléculas de glucosa
unidas por enlaces 1,4-beta-glucosidicos. Las moléculas contiguas de glucosa
estan giradas 180° una con respecto a la otra. Esto hace que cada dos moléculas
de glucosa contiguas (o lo que es los mismo, una unidad de celobiosa) constituyan
una unidad repetitiva®.

CENIZAS: es el residuo inorganico que queda tras eliminar totalmente los
compuestos organicos existentes en la muestra®.

CONTENIDO DE HUMEDAD: es la relacion que existe entre el peso del agua
contenida en la muestra en estado natural y el peso de la muestra secada en un
horno a una determinada temperatura®.

1 BMG LABTECH The Microplate Reader Company. Absorbancia [en linea]. Ortenberg (Germany).
Renglones 1-3. Disponible en Internet: <www.bmglabtech.com/es/tecnologico/modos-de-
deteccion/absorbancia/>.

2 JULIAN, Inmaculada; SAEZ, Regino y MARTINEZ Susana. Diccionarios Oxford-Complutense.
QUIMICA. Madrid: Donoso Cortés, 2003. 649 p.

3 ABRIL, Alejandro. y MOGOLLON, Gladys. Quimica del papel. En: Reciclado celuldsico. Argentina:
Miguel Zanuttini, 2012. p. 147-192.

4 LUCAS, Rosario y PEREZ, Juan. Los materiales celulésicos. En: Biodegradacion de la Celulosa y
la Lignina. Jaén, 2001. p. 14-28.

5 MEJIA, Johann; MUNOZ, Andrea y VEGA, Jhonas. Determinacion de humedad y ceniza. En: 2014.
p. 2-15.

6 MARIN RAMOS, Almilcar, et al. Estudio de mecanica de suelos poroto [diapositivas]. Trujillo, 2012.
20 diapositivas.
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CURVA DE CALIBRACION: procedimiento de andlisis cuantitativo que genera una
representacion grafica de una sefial que se mide en funcion de la concentracién de
un analito’.

ENCOLANTE: agente introducido en la elaboracién de papel o bafiado sobre el
papel una vez elaborado con el fin de retardar la penetracion del agua o de
soluciones acuosas en la estructura del papel, evitando la excesiva penetracion de
tintas, permitiendo la adecuada impresion y escritura del papel®.

ENZIMAS: proteinas especializadas en incrementar extraordinariamente la
velocidad de las reacciones que catalizan debido a que se combinan de forma
especifica y transitoria con los sustratos de la reaccion, facilitando la estabilizacion
o ruptura de un enlace quimico®.

HEMICELULOSA: heteropolisacaridos altamente ramificados y generalmente no
cristalinos que contiene azucares tales como pentosas (D-xilosa, L-arabinosa),
hexosas (D-galactosa, L-galactosa, D-manosa, L-ramnosa, L-fucosa) y acidos
urénicos (acido D-glucurdnico)*©.

HIDROLISIS: define la descomposicion y reaccion de los minerales con los iones
H;0y OH™ del agua!?.

HIDROLISIS ENZIMATICA: se lleva acabo principalmente por un consorcio de
enzimas microbianas que actdan conjuntamente!?, ejerciendo un efecto catalitico
hidrolizante, produciendo la ruptura de enlaces.

7 DOSAL, Maria y VILLANUEVA, Marcos. Introduccion a la metrologia quimica — curvas de
calibracion en los métodos analiticos. En: ALAIN QUERE. Antologia de quimica analitica
experimental. 2008. p. 18-26.

8 ABRIL, Alejandro. y MOGOLLON, Gladys. Quimica del papel. En: Reciclado celuldsico. Argentina:
Miguel Zanuttini, 2012. p. 147-192.

9 GELLA TOMAS, Francisco Javier. Medicion de la concentracién catalitica de enzimas. En:
FUENTES ARDERIU, XAVIER; CASTINEIRAS LACAMBRA, MARIA JOSE Y QUERELTO
COMPANO, JOSE MARIA. Bioquimica clinica y Patologia Molecular. 2 ed. Barcelona, Reverté, 1998.
p. 443-460.

10| UCAS y PEREZ. Op. cit., p. 14-28.

11 NUNEZ SOLIS, Jorge. Meteorizacion. En: Fundamentos de Edafologia. San José, Universidad
Estatal a distancia, 1981. p. 41-45.

12 MIKAN VANEGAS, José Fernando y CASTELLANOS SUAREZ, Diana Edith. Screening para el
aislamiento y caracterizacion de microorganismos y enzimas potencialmente Utiles para la
degradacion de celulosas y hemicelulosas. En: Mayo, 2004. vol. 5 no. 1,. p. 58-71.
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LIGNINA: polimero aromatico heterogéneo, de unidades fenilpropano (Ce) que la
componen estan entrelazadas al azar mediante diferentes tipos de enlaces,
formando una macromolécula amorfa e insoluble en agua®s.

PAPEL MONEDA: documento portador emitido por el banco el cual circula como
medio legal de pago!.

pH: indicador de acidez de una sustancia. Esta determinado por el nimero de i6nes
libres de hidrégeno (H*)®.

PRE TRATAMIENTO: tratamiento que antecede al proceso principal, siendo en este
caso el de hidrélisis enziméatica con el fin de acondicionar el sustrato a tratar.

SOLUCION BUFFER: solucion en la cual el pH es resistente al cambio cuando se
afiaden acidos o bases fuertes?®.

SOLUCION PATRON: es un sistema de medida con el que se intenta definir,
realizar, conservar o reproducir unos valores conocidos de una magnitud con el fin
de que sirvan de comparacion a otros elementos de medida®’.

SUSTRATO: molécula sobre la cual actia una enzima.

RIPIO: conjunto de trozos de material de desecho.

13 L UCAS y PEREZ. Op. cit., p. 14-28.

14 CEDENO, Ovidio. El Papel Moneda [diapositivas]. 7 diapositivas, color azul.

15 ENNTECH. pH y Alcalinidad. LENNTECH. Medida de calidad de agua: el pH [en linea]. Delft.
Renglones 6-7. Disponible en internet: < http://www.lenntech.es/ph-y-alcalinidad.htm>.

16 ATKINS, Jones. Equilibrio acuoso. En: Principios de Quimica-Los caminos del descubrimiento. 3
ed. Buenos Aires, Panamericana, 2007. p. 408-443.

17 GARCIA BERMEJO, Maria José; COLOM VALIENTE, Maria Francisca y JARAMILLO SANCHEZ,
Juan Antonio. Preparacién de Soluciones. En: Manual del Auxiliar de Laboratorio. 2 ed. Sevilla, MAD,
2003. p. 349-355.
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RESUMEN

El presente proyecto se desarrollé en convenio con la empresa Control Ambiental
de Colombia Ltda que se “dedica al tratamiento y aprovechamiento de residuos
organicos mediante el compostaje”'® manipulando actualmente el retal de papel
moneda y billetes fuera de circulacion desechados por el Banco de la Republica el
cual es entregado en planta finamente picado (ripio).

El retal de papel moneda y billetes fuera de circulacion es introducido directamente
a las pilas de compostaje tomando entre 9 a 11 meses en degradarse, lo que genera
mucho tiempo de almacenamiento y una ganancia no muy rentable para la empresa,
guedando aun asi pequefos fragmentos dentro del compost.

Para agilizar la degradacion se propone realizar un pretratamiento con hidréxido de
sodio con el fin de acondicionar el retal de papel moneda y billetes extrayendo tintas
vegetales, encolante, cargas y rompiendo los enlaces de hemicelulosas y lignina
gue envuelven a la celulosa(compuesto de interés para ser convertido en azucares),
debido a que el retal de papel moneda y billetes esta principalmente elaborado de
algoddén y éste a su vez en su pared celular constituido por las tres estructuras
vegetales mencionadas anteriormente(hemicelulosas, lignina y celulosa),
aumentando la susceptibilidad durante el proceso de la hidrélisis enzimatica que
rompe las largas y complejas cadenas de celulosa catalizando la formacion de
azucares reductores empleando la enzima Multifect B.

La toma de la muestra a experimentar se realizd por medio de la técnica de cuarteo
cuyo fin es homogenizar y tomar las muestras aleatoriamente hasta obtener la
cantidad necesaria a utilizar.

El pretratamiento da inicio sumergiendo el retal de papel moneda y billetes dentro
de una solucién de buffer de citrato llevandolo a una temperatura de 70°C con
agitaciéon constante durante un tiempo de 1h.

El proceso de hidrdlisis enzimatica se lleva a cabo en un shaker con agitacion
constante a una temperatura 50°C y pH 5; las dosificaciones empleadas de enzima
en la experimentacién fueron de 0.1, 1.0, 5.0 y 10.0 % peso enzima/volumen
sustrato a distintos tiempos con un maximo de 54 horas.

Una vez finalizado el proceso de hidrdlisis enziméatica se realiza una cuantificacion
de azucares reductores utilizando el método cuantitativo del Reactivo DNS que

18 Control Ambiental de Colombia Ltda. Quienes Somos. [en linea]. Facatativa. [citado el 12/05/2017].
Disponible en Internet: < http://www.controlambiental.com.co/>.
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determina los azlcares presentes en las soluciones por medio de una lectura en el
espectrofotometro midiendo la intensidad de la luz (segun la colorimetria de cada
ensayo) comparado con un blanco.

Teniendo en cuenta las dosificaciones de enzima empleadas se obtuvo como
resultado:

Dosificacion 0.1%: concentracion de azucares es de 0.0012g/L en el tiempo 2h.
Dosificacion 1.0%: concentracion de azucares es de 0.0508g/L en el tiempo 34h.
Dosificacion 5.0%: concentracion de azUcares es de 2.2625¢g/L en el tiempo 25h.
Dosificacion 10.0%: concentracion de azUcares es de 2.4600g/L en el tiempo 8h.

Palabras Clave: hidrolisis enzimética, retal papel moneda y billetes, enzima,
pretratamiento.
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INTRODUCCION

El Banco de la Republica para finales del 2016 registré una “imprenta de billetes con
una cifra total acumulada de 26.017,95 millones de piezas producidas”® y conforme
éstas son introducidas al mercado, de éste también por medio de las entidades
financieras son extraidos aquellos billetes cuya vida util a finalizado.

Actualmente, Control Ambiental de Colombia Ltda es la empresa responsable de
disponer de los billetes que salen de circulacion del mercado, junto con el retal de
papel moneda que es un sobrante obtenido durante la elaboracién de los billetes en
la seccion de corte. La manera en la que disponen de éstos residuos es
incorporandolos dentro del proceso de compostaje con el fin de degradarlos hasta
el punto de obtener abono natural.

Durante dicho proceso en planta, se presenta un inconveniente en el tiempo que
dura la degradacion debido a que el retal de papel moneda y los billetes fuera de
circulacion duran alrededor de nueve a once meses dentro de las pilas de
compostaje por su lenta degradacion, aun asi, no logrando obtener una degradacion
completa de dichos residuos.

Una alternativa para agilizar y ayudar a la completa degradacion del retal de papel
moneda y billetes fuera de circulacion es convertirlos en azlcares reductores los
cuales seran facilmente digeridos por los microorganismos existentes en el suelo
responsables del proceso de degradacién durante el proceso de compostaje.

Este documento registra los resultados a nivel laboratorio de pretratar con NaOH el
retal de papel moneda y billetes y posterior a esto, un tratamiento con enzimas
cataliticas llevando a cabo una hidrélisis enziméaticas.

% Banco de la Republica. Produccién anual acumulada de billetes desagregado por denominacién. [en lineal].
Bogotd D.C.. [citado el 12/05/2017]. Disponible en Internet: < http://www.banrep.gov.co/es/billetes-y-
monedas/estadisticas-de-produccion>.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una alternativa para degradar el retal de papel moneda y los billetes
fuera de circulacién en la Empresa Control Ambiental de Colombia Ltda.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar las caracteristicas del papel moneda y los billetes.

e Seleccionar las condiciones de la hidrélisis enzimética que degrade el retal de
papel moneda y los billetes.

e Realizar un analisis de costos de la propuesta.
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1. GENERALIDADES

El siguiente capitulo tiene como objeto dar a conocer los conceptos y fundamentos
tedricos respecto a la composicion y diversos métodos existentes de como pretratar
y tratar el retal de papel moneda y billetes, junto con los distintos procedimientos
para realizar cuantificacion de azucares reductores, dando una descripcion con el
fin de manifestar otras posibles alternativas, teniendo claro que se eligieron los
procesos mas acordes y precisos a lo requerido.

1.1 CONTROL AMBIENTAL DE COLOMBIA LTDA

Es una empresa profesional de ingenieria de tratamiento y aprovechamiento de
residuos y subproductos organicos biodegradables, certificada segun la NTC ISO
14001 con presencia en Colombia y Perud, ofreciendo soluciones evitando
afectaciones adversas al medio ambiente y personas.

La planta industrial para el tratamiento biolégico se encuentra ubicada en el
municipio de Facatativda Cundinamarca, dedicada a la produccion de compost
(abono natural) como una alternativa en la disposicion de residuos organicos tales
como lodos, biosdlidos, residuos de podas forestales, restos agricolas, restos
organicos domiciliarios, rechazos de alimentos y otros organicos biodegradables
provenientes todos del departamento de Cundinamarca.

Control Ambiental de Colombia Ltda actualmente cuenta con un sistema Software
de Control que automatiza el proceso y garantiza la observacion y control 6ptimo
las 24 horas del dia con tecnologia de medicidén y control. Este sistema permite
controlar los requerimientos del compostaje a través del control contintio del proceso
aerobio acelerando la descomposicion, reduciendo olores, asegurando ciclos
consistentes de produccién, mejorando la calidad del compost y reduciendo costos.

1.2 RETAL DE PAPEL MONEDA Y BILLETES FUERA DE CIRCULACION

1.2.1 Descripcion. El papel moneda es un medio de cambio por cuanto se puede
vender lo que se produce a cambio de dinero y a su vez con éste se obtienen bienes
de consumo; actia como unidad de cuenta porque es el numerario con referencia
al cual todos los valores o precios en la economia son establecidos.

23



‘La moneda es un depoésito de valor porque admite regular las diferencias
temporales entre el momento en que se reciben los ingresos y en el que se hacen
las compras™?°

A continuacion, se da a conocer el encolado del papel, caracteristicas y tipos de
encolantes implementados en la produccion de papel para imprenta, junto con las
cargas que posiblemente se puedan encontrar dentro del retal de papel moneda y
billetes debido a que Control Ambiental de Colombia Ltda no tiene informacion al
respecto y a la poca suministrada por parte del Banco de la Republica por
confidencialidad.

1.2.2 Encolado del papel. “El encolado consiste en retardar la penetracion del
agua o de soluciones acuosas en la estructura del papel, evitando la excesiva
penetracion de tintas, permitiendo la adecuada impresién y escritura del papel.

El proceso de encolado se clasifica en masa y superficial, dependiendo de donde
se aplica el agente encolante (antes o después de la formacion del papel)”?..

1.2.2.1 Caracteristicas generales de los agentes encolantes

e Aumenta la hidrofobicidad de la superficie aumentando el angulo de contacto entre
el angulo y la superficie; como se observa a continuacion, se muestran los angulos
caracteristicos para los casos extremos, repelen al agua y no encolado y el rango
en que se considera que el papel esta encolado.

20 VARGAS BUENDIA, Juan Manuel. Sustitucion monetaria en Colombia: costos y beneficios.
Trabajo de grado Magister en Ciencias Economicas. Bogota D.C.. Universidad Nacional de
Colombia. 2002. p. 51.

21 ABRIL, Alejandro. y MOGOLLON, Gladys. Quimica del papel. En: Reciclado celuldsico. Argentina:
Miguel Zanuttini, 2012. p. 147-192.
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llustracién 1. Prueba del angulo de la gota y del trazo
de tinta patron.

e
~a a
S __!:
Repedente al agua P ==,

o G [ 180 L

Mo encolado L o, J .

=< @0 0=

Fuente: Quimica del papel: Reciclado celulésico®

¢ Estan constituidos generalmente por moléculas anfipaticas (con un extremo polar

y otro no polar).

llustracién 2. Orientacién de las moléculas del agente
encolante para lograr el encolado del papel.

_ o Cog®”
C=0 O *-|:I|’° Monpolar
.,I.-D H
JRandom H JH O, D-H __HH. .H H H Folar

aa l:- H - - -
E;fii::i:i: Cilluboie .E:::E::-{;E
Hiygdrophadic
______ ____;——— ST AT

Celluboss

Owientad

Fuente: Quimica del papel: Reciclado celulésico?

“El extremo polar de las moléculas del agente encolante se fija por atraccion
electrostatica, por puentes de hidrégeno o por reaccion quimica, con los grupos
polares de los extremos no polares de la celulosa, orientandose los extremos no
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polares hacia el exterior de la superficie, creando una capa hidrofébica, que repele
en agua, limitando su penetracién??.

e El agente de encolado debe distribuirse uniformemente y fijarse sobre la superficie
del papel.

e Debe ser inerte frente al agua.

e No debe afectar otras propiedades del papel.

e El proceso de encolado debe ser simple, incluyendo la preparacion y dosificacion
del agente encolante.

1.2.2.2 Tipos de encolantes

» Encolado con colofonia. La colofonia con adicion de alumbre (sulfato de
aluminio) ha sido el método tradicional de encolado; ésta se encuentra constituida
por una mezcla de &acidos resinicos monocarboxilados con una estructura
hidroxifenantreno alquilica, principalmente, abiético y primarico. Su formula
empirica es Cy9H,7_33CO0H.

» Modificaciones del proceso de encolado con colofonia. “Se han desarrollado
distintas modificaciones del proceso, entre los que se encuentran:

= Colofonia con alto contenido de resina libre (Tipo Bewoid). Presentan un bajo
grado de saponificacion (5-15%). Se afectan menos por la dureza del agua y las
bajas temperaturas de secado.

» Resinas fortificadas (Tipo Collodin). Se obtienen por reaccion de la colofonia
con anhidrido maleico o fumérico, logrando la adicibn de un segundo grupo
carboxilo a la colofonia, con lo que se fortalece su extremo polar y su capacidad
de fijacion a las fibras.

» Encolado pseudoneutro. Consiste en el empleo de aluminio de sodio, mezclas
de aluminato de sodio/alumbre, policloruro de aluminio (PAC), o polielectrolitos
cationicos, como agentes de precipitacion y fijacion de la colofonia (de alto
contenido de resina libre), permitiendo desarrollar el encolado a pH de 6,5 A 7,0.
Permite el empleo del carbonato de calcio como relleno.”?3

22 |pid., p. 172.
23 |bid., p. 175.
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» Agentes encolantes poliméricos (PAS)

Los PAS se preparan en forma de emulsiones estabilizadas con almidones
modificados. Se fijan en las superficies fibrosas por atracciones electrostaticas. Su
fijacion se favorece con el empleo de polielectrolitos catidnicos. A continuacion, se
muestran los mondmeros empleados en la obtencion de PAS.

llustraciéon 3. Mondmeros empleados en la obtencién

H:C = CH

Styrene

HC

CH

H:C = CH

Acrylonitrile

H:.C = CH

COOR

Acrilic acid
and acrylates

CH:

H:.C = C - CH:

COOR

Methacrylic acid
and methacrylates

CH:

C

Qac co !
\ / CH:
[0}

Maleic anhydride

HaC CH= (5 CH:

Diisobutene

Fuente: Quimica del papel: Reciclado celulésico?

1.2.3 Rellenos o Cargas. Los rellenos o cargas, se emplean principalmente en los
papeles de imprenta, mejorando la opacidad, blancura, lisura, imprimibilidad y bulto.

1.2.3.1 Tipos de rellenos. En la Tabla 1 se muestran los principales tipos de
rellenos o cargas utilizados en la fabricacién del papel en donde los mas empleados
con el caolin y el carbonato de calcio.

24 |bid., p. 179.
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Tabla 1. Rellenos o cargas.

Relleno o carga

Composicién

Férmula

Caolin
Carbonato de calcio natural (GCC)

Aluminio silicato
Tiza, Piedra caliza,

Al4(DHJB(‘S‘I’401I}j

CaCoq

Carbonato de calcio precipitado Marmol Calo
(PCC) Carbonato de calcio 3MgO.45i0, H,O
Talco Mg-silicatos o
Sulfato de calcio (Gypsum) Sulfato de calcio CaS0,
Dioxido de titanio Dioxido de titanio Tio,

Oxido de aluminio hidratado
Silice precipitado
Pigmentos plasticos

Fuente: Quimica del papel: Reciclado celulésico?®

1.3 ALGODON

El papel moneda y billetes estdn conformados en su mayoria por fibras de algodén
por su “alta resistencia y capacidad de incorporar en su estructura, elementos de
seguridad como lo son las marcas de agua, la banda de seguridad”?®, entre otros.

Por ende, se debe examinar minuciosamente la composicion de la pared celular del
algodon con el fin de tener claro que compuesto(d) se debe(n) eliminar y que
compuesto(s) puede(en) ser convertidos en azucares reductores.

A continuacion, se manifiestan las caracteristicas del algodon:

“El algoddn es una planta perteneciente al género Gossypium del cual existe una
gran diversidad de especies que se ha venido dando a medida que su cultivo se ha
ido extendiendo por todo el mundo.

Este posee un tallo verde, con una altura alrededor de los 0.8-1.5 metros,
dependiendo de la especie y region donde se cultive. Cuando florece, el tallo cambia
su color a un rojo, tiene hojas con forma acorazonadas de cinco l6bulos de color
blanco o rojo con manchas, y su fruto es una cdpsula que contiene alrededor de 15
a 20 semillas envueltas en una borra muy larga y blanca, que se desarrolla y sale al
abrirse de la capsula™’.

A continuacion, en la Tabla 2 se presenta la composicién quimica del algodon.

25 |bid., p. 180.

26 GIANETTO, Marcos. Seguridad Documental. El papel y sus elementos de seguridad. [en linea].
[citado el 13/05/2017]. Disponible en Internet: <
http://seguridaddocumental.blogspot.com.co/2009/04/el-papel-y-sus-elementos-de-
seguridad.html>.

27 FORESTER LOPEZ, Valeria. Propiedades y caracteristicas del algodon [diapositivas]. 2014. 10
diapositivas, color negro.
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Tabla 2. Composicion quimica de la fibra de algodoén.

Componente Total de Fibra

(%)

Celulosa 88-96
Agua 6-8

Sales minerales 0.7-1.6

Proteinas 1.1-1.9

Pectinas 0-7-1.2

Ceras 0.4-1.0

Pigmentos-motas 0.5-1.0

Fuente: Nueva variedad de algodén de fibra media
con adaptacion al Caribe Himedo: Caracteristicas
de la planta®®

Las sales minerales estan compuestas de sales solubles en agua, cloruros,
carbonatos, fosfatos de sodio y potasio, y sales insolubles de calcio y magnesio.

1.3.1 Estructura de la pared celular. La pared celular vegetal esta constituida
por:

¢ “Componente cristalino o porcion fibrosa (esqueleto). Esta se constituye de
cadenas celulésicas que pueden alcanzar 4 um de longitud (cadenas lineales de
enlaces covalente 1-4 (3-D glucosa cuya alterna configuracion espacial de las
cadenas glucosidicas, la unidad repetitiva de la celulosa es la celobiosa, un enlace
disacérido 1-4 3-D glucosa), dispuestas de forma ordenada por medio de enlaces
puente de hidrégeno, creando una estructura cristalina o paracristalina (que
contiene algunas regiones no cristalinas); esos enlaces le otorgan propiedades
cristalinas, rigidez, fortaleza a la pared y suministran resistencia contra la fuerza
de tension (tirén).

28 CADENA, Torres, et al. Nueva variedad de algodén de fibra media con adaptacion al Caribe
Humedo. En: Turipand. Abril, 2001. p. 1-8.
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llustracion 4. Modelo de moléculas de celulosa.

célula

microfibrilla

" & 5
' fibrilla
elemental
CELULOSA

CH.OH H OH

.0 /0n H\H
M H O
(Y

CH.OH

CHOH

Fuente: Manual de Histologia Vegetal: La célula vegetal?®

En orden creciente de tamafo, comienza a partir de una micela celulésica o fibrilla
elemental formada por la uniébn de 100 moléculas de celobiosa (unidad de la
celulosa). Cuando se asocian 20 de estas fibrillas elementales se forma una
microfibrilla (observable con el microscopico electrénico, 10-25 nanémetros). La
agregacion de 250 microfibrillas, constituye una macrofibrilla (observable con el
microscopico oOptico). La agregacion de 1500 microfibrillas constituye una fibra de
celulosa (observable con lupa), elemento basico del componente cristalino

Los disefios formados por las microfibrillas son variables. En la pared primaria las

fibrillas estan entrelazadas, dispuestas aparentemente al azar; en la pared
secundaria estan dispuestas paralelamente.
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llustracion 5. Pared primaria.

Fuente: Anatomia vegetal?®

llustraciéon 6. Pared secundaria.

Fuente: Introductory botany: plants,
people, and environment

La separacion de la pared secundaria en capas resulta principalmente de la
orientacion de las fibrillas: en una casi horizontal, en la siguiente casi vertical, y en
la tercera nuevamente casi horizontal.

29 FAHN, A. Anatomia Vegetal. En: Blume Ediciones. Madrid, 1978.
30 BERG, Linda. Introductory botany: plans, people, and environment. 2 ed. En: Belmont, Calif.
2008.
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En las fibrillas de algoddn la mayor parte de la pared secundaria consiste de
microfibrillas dispuestas helicoidalmente en un angulo de 45 grados con respecto al
eje mayor de la célula.

llustracion 7. Diagrama de las capas de
la pared celular de una fibra de algodon.

pared
secundaria |

/{f 3
pared S

primaria

Fuente: Anatomia Vegetal3!

e Matriz de la pared celular. Esta compuesta por tres tipos de macromoléculas:
hemicelulosas, pectinas y glucoproteinas estructurales (puede lignificarse).
Las hemicelulosas son polisacéridos no celulésicos flexibles (xilanos, glucanos,
galactanos, mananos, fructanos, xiloglucanos, glucomananos, arabinoxilanos,
calosaglucanos) compuestos producidos por los dictiosomas. Revisten las fibrillas
de celulosa y cristalizan con ella, uniéndolas; por lo tanto, forman cadenas que
atan a las microfibrillas de celulosa juntas formando una cadena cohesiva
actuando como un revestimiento resbaladizo que impide el contacto directo entre
microfibrillas.”®?

Las microfibrilas se combinan mediante las hemicelulosas, uniéndose
guimicamente a la celulosa creando una estructura llamada macrofibrilla. La

31 ESAU, Katherine. Anatomia Vegetal. En: Barcelona, Ediciones Omega, 1972. p. 779.
32 ALONSO PENA, José. La célula vegetal. En: Manual de Histologia Vegetal. Espafia, Mundi-
Prensa, 2011. p. 15-40.

32



hemicelulosas y las ligninas unen las microfibrillas de celulosa, al ser altamente
hidréfilas manteniendo la hidratacion de las paredes.

La lignina es un polimero heterogéneo de caracter fendlico con diferentes grupos
y enlaces quimicos.

llustracién 8. Complejo de celulosa.

puentes de Ca entre

moléculas
de pectina
acida

\glucoploteina

moléculas
de pectina
neutra

microfibrillas de

hemicelulosa
celulosa

Fuentes: Biologia de las plantas?

En la llustracion 12 se observa de forma esquematico la relacion que existe entre
estos tres compuestos (celulosa, hemicelulosa y lignina).

1.4 CARACTERISTICAS DE LA CELULOSA

La celulosa es el compuesto biolégico de naturaleza polimérica mas abundante en
la naturaleza. Es un componente fundamental de la pared de las células vegetales,
donde se encuentra intimamente asociada con otros polisacéaridos.

1.4.1 Composicion y estructura de la celulosa. “La celulosa es un homopolimero
de cadena lineal formado por moléculas de glucosa por en laces 1,4-B-glucosidicos.
Las moléculas contiguas de glucosa estan giradas 180°C una con respecto a la otra.
Esto hace que cada dos moléculas de glucosa contiguos (o lo que es lo mismo, una
unidad de celobiosa) constituyen una unidad respectiva. Todas las moléculas de
glucosa presentan una conformacion en silla 'y, debido a la configuracion beta, todos
los grupos hidroxilo estan en posicién ecuatorial.

33 HAMILTON RAVEN, Peter; EVERT, Ray y EICHHORN, Susan. Biologia de las plantas. 2 ed.
Reverte. En: Barcelona, 1992. p. 773.
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llustracién 9. Estructura basica de la celulosa. a)

Composicion de la cadena de celulosa. b) Disposicion de

las cadenas de celulosa, mostrando los puentes de
hidrogeno inter e intramoleculares que estabilizan la

estructura.

A

GLUCOSA
IErreeme—— H H K

| CHOM | UH}_ CH0OH

H H H H H

Fuente: Fuente: Biodegradacion de la celulosa y la lignina:

los materiales celulésicos3®
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En la llustracién 13 a) la celulosa presenta una estructura en capas, donde las
cadenas sencillas en una capa se unen por puentes de hidrégeno intermoleculares
y las capas se unen entre si por enlaces tipo Van der Waals, ilustracién 13 b).

Los aspectos mas importantes de la estructura fisica de la celulosa son (Veiga et
al., 1987):

e Las cadenas poliméricas de la celulosa natural muestran diferentes grados de

ordenamiento unas con respecto a otras.
e La fraccion menos ordenada del polimero no muestra ninguna regularidad, y se
conoce como “region amorfa” siendo facilmente hidrolizable.




e La fraccion altamente ordenada del polimero se conoce como “region cristalina”,
y es muy resistente a la penetracién por solventes, enzimas y reactivos.”3*

llustracién 10. Organizacion de la celulosa
observada a distintos niveles.

e ¥ ——————

Pared
celular
secundaria

2 ’ Micrafibrillas

- e
- .-\-. o ——
o .
/ - \
. — :
/

Proteofibrllas
(Micelas)

Cadena de celulesa Celchiosa Glucosa

Fuente: Fuente: Biodegradacion de la celulosa y la lignina: los
materiales celuldsicos®®

1.4.2 Comportamiento quimico de la celulosa. En los tratamientos quimicos de
las fibras de celulosa, segun sea la naturaleza de los agentes quimicos y las
condiciones de reaccion, los reactivos pueden penetrar solamente en los espacios
intermicelares.

34 GEISSMAN, T.A. Carbohidratos. La quimica de los azucares y los compuestos relacionados. En:
Principios de la quimica orgénica. 2 ed. Los Angeles: 1974. p. 529-566.

35



La inhibicion con agua o alcalis va acompafiada por una hinchazén de la fibra, lo
cual es un proceso intermicelar; mientras que en las reacciones con 4cidos y alcalis
concentrados se trata de proceso que implican reacciones intramicelares

La inhibicion con agua por falta de fuerzas afines no consigue penetrar en las zonas
cristalinas en las fibrillas primarias; en cambio, las reacciones intramicelares que
conducen a derivados de la celulosa tienen lugar en todas las zonas de la fibra,
tanto cristalinas como amorfas. Los grupos activos de la cadena macromolecular
entran en reaccion con secuencia fortuita. Solamente las primeras etapas de la
reaccion tienen lugar preferentemente en las zonas menos ordenadas (zonas
amorfas) de las fibrillas primarias y en las cadenas marginales de la celulosa de los
espacios capilares de la fibra. Desde alli la reaccion sigue alcanzando las zonas
cristalinas de modo que el proceso en conjunto abarca todas las zonas de la fibra.
La velocidad del proceso total depende de la morfologia de la fibra considerada y
de la velocidad de aporte del reactivo desde el medio reaccionante a los puntos
activos de reaccién.®

1.5 HIDROLISIS
Ecuacion 1. Reaccioén hidrolisis

XY +H,0 - HY + XOH

La hidrolisis se produce llevando a cabo la reaccion quimica Ec 1. Entre una
molécula de agua y otra molécula, en la cual la molécula de agua efecttia una doble
descomposicion con otro compuesto, el hidrégeno va a un componente y el
hidréxido a otro.

La etapa del hidrélisis provoca la ruptura de los polimeros de celulosa y
hemicelulosas, obteniéndose mondmeros; la hidrélisis completa de celulosa da
exclusivamente el monémero D-glucosa, mientras que a partir de la celulosa se
obtienen un conjunto de pentosas y hexosas como manosa, glucosa, xilosa, etc.

1.5.1 Hidrdlisis enzimatica. La hidrolisis enzimatica de la celulosa es una reaccion
catalitica heterogénea, caracterizada por un reactivo insoluble (celulosa) y un
catalizador soluble (celulasas) en donde las caracteristicas del sustrato constituyen
un factor limitante debido a que la enzima hidroliza rapidamente la celulosa amorfa
y lentamente la celulosa cristalina.

“En la hidrdlisis enzimatica es posible evidenciar las siguientes etapas:

35 NOMBELA, Joaquin. Algonodero, sus clases, sus especies y variedades. En: Manual del cultivo
del algodén de su fabricacion y de los diversos usos a que se aplica. Paris: 1863. p. 19-41.
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e Las moléculas de enzima se transfieren de la solucion en la que se encuentran
suspendidas a la superficie del sustrato.

e Adsorcion de las moléculas y formacion del complejo enzima-sustrato.
e Transferencia de las moléculas de agua hacia los centros activos del complejo.

e La reaccion toma lugar y los productos obtenidos (glucosa y celobiosa) son
transferidos desde la superficie del sustrato hasta el medio acuoso.

e Descomposicion final de las cadenas de celobiosa formadas en glucosa.”3¢

La hidrélisis enzimatica posee ventajas de operacion a condiciones de facil manejo,
‘no genera corrosion, bajo consumo de enzima y baja toxicidad de los
hidrolizados.”?’

Aunque a una velocidad mucho mas lenta que la hidrdlisis acida y requiere de un
pre-tratamiento con el fin de romper la interferencia de la lignina y hemicelulosas,
dejando asi via libre de la celulasa a la celulosa.

1.5.1.1 Enzima. Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que actian
como catalizadores de reacciones; es necesaria la presencia de un catalizador
(sustancia que facilita la reaccidon aumentando la velocidad a la cual se desarrolla),
que es especifico para determinada reaccién (de lo contrario podrian ocurrir
reacciones no deseables). Esto quiere decir que cada enzima actia sobre un
sustrato que tienen en comun una cierta identidad molecular.

1.5.1.2 Aspectos enziméticos

» Enzimas implicadas en la degradacion de la celulosa. “El concepto de enzima
multiple precediendo en muchos afios al aislamiento de las endo y exo-glucanasas.
El primero, llamado C,, ataca la celulosa nativa para romper los agregados y
producir cadenas lineales de unidades de anhidroglucosa; estas son atacadas C,
(B-1,4-glucanasa) que las hidroliza al disacarido celobiosa. La celobiosa puede ser
convertida en glucosa por la B-glucosidasa.

3 GARAVITO, Diana Lorena y GONZALEZ, Yimmy German. Andlisis experimental de la enzima
celulasa en la hidrdlisis de residuos celuldsicos. Trabajo de Grado Ingeniero Quimico. Bogota D.C.:
Fundacion Universidad de América. Facultad de Ingenieria, 2004. 156 p.

37 DAGNINO, Eliana et al. Hidrdlisis enzimatica de cascarilla de arroz pre tratada con acido diluido
para evaluar la eficacia de etapa de pre tratamiento. En: Febrero, 2012, p. 23-28.
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Los complejos celuloliticos son capaces de llevar a cabo tres tipos basicos de
reacciones. Estos tipos de enzimas se clasifican de acuerdo con su modo de accion
de la siguiente manera:

e Ex0-B-1,4-gluconasa o 3-1,4-glucano celobiohidrolasa, C;.

e Endo- 3-1,4-gluconasa o B-1,4-glucanohidrolasa, C,.

e Beta-1,4-glucosidasa.

llustracion 11. Representacion esquematica de los
sitios de actuacion de los distintas enzimas

celuldticos.
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Fuente: Biodegradacién de la celulosa y la lignina: los
materiales celulésicos®®
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En la llustracién 11, se muestra de forma esquematica los sitios de ataque de las
principales enzimas celuloliticas.

Las endoglucanasas atacan las regiones amorfas de la celulosa, liberando extremos
de cadena para el ataque de las exoglucanasas; estan liberan residuos de
celobiosa. Las B-glucosidasas actuan sobre los extremos libres y sobre la celobiosa,
liberando moléculas de glucosa.

e Endoglucanasas. Actian sobre el interior de las cadenas de celulosa
produciendo cortes al azar; éstas hidrolizan la celulosa con un alto grado de
polimerizacién para producir glucosa, celobiosa y otros oligdmeros solubles en
agua. Estos oligbmeros sirven como sustrato para la enzima, liberando productos
finales como glucosa, celobiosa y pequeiias cantidades de triosas. Las
endoglucanasas actiian mal sobre la celulosa cristalina.

e Celobiohidrolasas. Atacan las cadenas de celulosa por los extremos no
reductores terminales liberando celobiosa como unico producto de hidrdlisis. Estas
muestran una fuerte actividad hacia la celulosa cristalina, pero presentan una
actividad muy baja hacia la carboximetilcelulosa. La fibra de algodén, que es una
celulosa pseudocristalina con un alto numero de puentes de hidrogeno, y un grado
de polimerizacion en torno a 10.000 es hidrolizada de forma lenta, ya que contiene
relativamente pocos extremos libres.

e Beta-glucosidasas. Se considera como uno de los componentes del complejo
celulitico debido al importante papel que tiene en la hidrélisis de la celobiosa a
glucosa™s,

1.5.1.3 Actividad enziméatica. La especificidad enzimética se demuestra por el
hecho de que, a partir del mismo sustrato, se forman diferentes productos finales
cuando actuan diferentes enzimas. El efecto de las enzimas se ve influenciado por
la temperatura, el tiempo de exposicidén a dicha temperatura, el pH, la concentracion
de productos y la presencia de actividades e inhibidores.

1.5.1.4 Pretratamiento para aumentar la susceptibilidad del papel moneda y
billetes. La principal barrera es la presencia de hemicelulosas y lignina, las cuales
dificultan el ataque enzimatico; partiendo de esto es indispensable realizar una
etapa que permita aumentar la susceptibilidad del retal de papel moneda vy billetes
para alcanzar una mayor conversion de celulosa a azlcares reductores.

38 LUCAS, Rosario y PEREZ, Juan. Los materiales celul6sicos. En: Biodegradacion de la Celulosa
y la Lignina. Jaén, 2001. p. 14-28.
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Por lo tanto, el pretratamiento tiene como fin desintegrar la matriz compuesta por
las hemicelulosas y lignina de tal manera que la celulosa reduzca su grado de
cristalinidad y aumente la celulosa amorfa, que es la mas adecuada para el posterior
ataque enzimético. Ademas, el pretratamiento permite que los rendimientos en la
hidrélisis enzimatica de la celulosa aumenten®.

A continuacion, se dan a conocer varios tipos de pretratamientos implementados
segun la literatura consultada, siendo éstos de caracter quimico, fisico y bioldgicos
gue se observan en las llustraciones 12y 13.

39 FORERO GOMEZ, Fabian Enrique; LOPEZ VELANDIA, Roberto Ribelino. OBTENCION DE ETANOL A PARTIR
DE BROCOLI Y CASCARA DE ARVEJA EMPLEANDO LA ENZIMA MULTIFECT 720 DE CARACTER BASICO A NIVEL
DE LABORATORIO. Ingeniero Quimico. Bogota D.C.. Fundacion Universidad de América. 2007. 47 p.
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llustracion 12. Métodos de pre-tratamiento.

Pretratamientos fisicy Limicos

Explosidn \"';Pm saturado a
16U-260°C, p=i,69-4.85

a vapor
MFa por varios segundos
o minutos, luego descom-
presiin hasta presion at-
mosférica.

Agua liguida
caliemte (LHW)

Agua caliente presurizada,
T=170-23(PC, 1-46min.

Explosidn de Diosis 1-2kg de amonfaco!
fibra con kg de biomasa seca, 9PC,
amoniaco Hmin.

(AFEX)

Explosidn Diosis de 4 kg COukg de
con C0: fibra, p=5.62 MFPa.

duns de la pirdlisis pueden someterse a hidrdlisis
dcida smave (1IN H:850s, T=9TC, 2.5h ) para pro-
ducir 30-85% AR (=50% de glucosa). Puede reali-
zarse al vacio: 400°C, p=Imm Hg, 20min (algo-
din de desecho).

Altas concentraciones de sdlidos. Hidrdlisis del
80-100% de la hemicelulosa, destruccidn de
parte de la xilosa obtenida, formacidn de inhi-
bidores, se requiere posterior lavado con agua.
Al combinarse con H,50,, 50, o C0, mejora la
eficiencia de la posterior hidrélisis enzimaitica,
disminuyendo inhibidores. Reduccidn de tamafio
con menor gasto energético comparado con pul-
verizacidon. Ocurre cierta despolimerizacidn de
la celulosa. La lignina no se solubiliza o lo
hace muy poco, pero se redistribuye.

Concentraciones de sdlidos <20%. Ocurre
cierta despolimerizacidén de la celulosa. Hi-
dralisis del 80-100% de la hemicelulosa,
=50% oligdmeros. Solubilizacidén parcial de
la lignina {(20-50%). Conversidén durante la
hidrélisis de celulosa >90%. Baja o nula for-
macidn de inhibidores.

Se requiere recuperacidn de amoniaco, no produ-
ce inhibidores. Conwversidn durante la hidndlisis
de celulosa =90% (bagazo ¥ hierba de Bermuda).
Para biomasa con alto contenido de lignina no
es muy eficiente (conversidn de celulosa <50%).
Ocurre cierta despolimerizacidn de la celulosa.
Hidrdlisis del 0-60% de la hemicelulosa en de-
pendencia de la humedad, mds del 90% oligd-
meros. Ocurre cierta solubilizacion de la lignina
(=10-200%).

Conversion a glucosa durante la hidrilisis de celubo-
=a =T5% (alfalfa). Mo forma compuesto inhibitorios.

chi.

Bagazo, madera blanda,
paja de amoz, madera
de aspen, madera de eu-
calipto.

Bagaro de caiia.

Materiales herbdceos (paja
de tngo y cebada, cascani-
lla de armoz, desechos de
maiz, switchgrass), resi-
duos silidos urbanos, pa-
pel periddico, alfalfa, asti-
las de aspen y bagaeo.

Alfalfa, mezcla de papel
reciclado, bagazo de cafa

Méindos ProcedimientofAgenies Observaciones Ejemplos de Referencia
materiales pretratados
Pulverizado Reduccidn a astillas, tritu- Molinos: vibratorio de bolas (tamafio final:  Residuos de madera v fo-  Sun y Cheng, 2002;
mecinico raciin, molienda. 0,2-2mm), de cuchillas o martillo (tamafio fi- restales  (paja, madera  Rivers y Emert. 1988;
nal: 3-bmm). dura), desechos de maiz, Cadoche v Lépez,
bagazo de cafia. timothy, 198% Papatheofanous
alfalfa. et al, 1998; Alvo v
Belkacemi, 1997,
Pirdilisis T=300°C Formacidn de productos voldtiles v carbdn. Resi-  Madera, algoddén de dese-  Sun y Cheng, 2002;

Yu v Zhang, 2003,

Sun y Cheng, 2002;
Kaar er al., 1998;
Monirzzaman, 1996;
De Bari ef al, 2002;
Heitz er al., 1987;
Siderstrim e al.,
2003; Lynd et af.,
2002

Lynd, 1996; Laser er
al., 2002; Lynd er al.,
002

Sun y Cheng, 2002,
Dale er al., 1996,
Lynd er al., 2002,

Sun y Cheng, 2002,

Fuente: PRODUCCION BIOTECNOLOGICA DE ALCOHOL CARBURANTE
OBTENCION A PARTIR DE DIFERENTES MATERIAS PRIMAS#

40 SANCHEZ, Oscar Julian y CARDONA, Carlos Ariel. PRODUCCION BIOTECNOLOGICA DE
ALCOHOL CARBURANTE I: OBTENCION A PARTIR DE DIFERENTES MATERIAS PRIMAS. En:
Noviembre, 2005. vol. 30 no. 11. p. 671-678.
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llustracion 13. Métodos de pre-tratamiento.

T

P s e ey o

Métodos

Procedimiento/Agentes

Observaciones

Ejemplos de

materiales pretratados

Referencia

Prefratamientos quimicos

Ozondlisis

Hidrilisis con
dcido diluido

Hidrélisis con
dcido concentrado

Hidrdlisis alcalina

Deslignificacion
oxidativa

Proceso
organosoly

Ozono, reaccidn a tem-
peratura y presidn am-
hicneales.

H,50,, HCI, HNO, al
1-5%_ Procesos de flujo
continuo para baja carga
de solidos (5-10F% peso
sustratodpeso mezcla) a
T=160-200FC; procesos
por lotes a alta carga de
silidos (10-40%) a
T=120-16(PC. Presiones
cercanas a | MPa.

H,50, al 10-30%,
170-190°C, relacién 1:1.6
stlido-liguido. Acido
peracético 21-600%, siste-
ma tipo silo.

NaOH diluido, 24 h, 60°C

Peroxidasa v H,(, al 2%,
ArC, Eh

Solventes organicos (me-
tanol, ctanol, acetona,
ctilenglicol,
trietilenglicol, entre
oiros) o su mezcla con
1% de H:S50, o HCL

Pretratamiento bioldgico

Pretratamiento con
hongos

Hongos de la pudricidn
hlanca, blanda v lxu‘da
Produccién de celulasas

por fermentacion en sus-
trato solido.

Degradacidn principalmente de lignina. Conversidn
durante la hidrélisis de celulosa: 57% (asemin). No
=¢ forman inhibidores.

Hidrélisis del 80-100% de la hemicelulosa, altas
conversiones de xilano a xilosa. La alta temperatura
es favorable para la hidnilisis de celulosa. Se re-
quiere newiralizar ¢l pH para la posterior hidrdlisis
enzimdtica. Ocurre cienta despolimerizacidn de la
celubosa. La lignina no se solubiliza o lo hace muy
poco, pero se redistribuye.

Se requiere la recuperacidn del dcido. Tiempos de
residencia mayores que en la hidrilisis con dcido
diluido.

Remocidn de lignina 24-55% para madera dura con
contenido inicial de lignina del 209, dificil remo-
ciin para maderas blandas con  contenidos  de
lignina=26%. Hidrdlisis de >50% de la hemicelulo-
=a. Susiancial hinchamiento de la celulosa. Conver-
siin durante la hidrol. de celulosa: T8.2% (paja de
armoz), 67,1% (bagazo). Conversiin durante la hidrol.
de celulosa: proceso  convencional, aproo.  54%:;
NaOH+H (., aprox. 65% (hojas de cafia de amicar).

Solubilizacion del 500 de la lignina v de casi la
totalidad de la hemicelulosa. Conversidn durante la
hidrilisis de celulosa: 93% (aserrin).

Ruptura de la lignina interior y de las uniones de
hemicelulosa. Solubilizacidn casi total de la lignina.
Hidrélisis casi todal de la hemicelulosa. Altos rendi-
mientos de xilosa. Recuperacidn de solventes y so
remocidn del sistema para no inhibir los procesos
biokigicos subsiguientes.

Los hongos producen celulasss, hemicelulasas y en-
zimas degradadoras de lignina: ligninasas, lignin-pe-
rmoxidasas, polifencloxidasss, lacasas y enzimas re-
ductoras de guinonas. Proceso muy lento: Pleronis
ostreanis convierte el 35% de la paja de tnigo en
azicares ciores en cinco semanas. Hongos de la
pudricidn parda degradan celulosa Hongos de la pu-
dricicin blanca y blanda degradan celulosa y lignina.

Paja de trign, bagazo,
heno  werde, cacahuete,
pino, paja de algoddn vy
aserrin de dlamao.
Desechos de maiz, ba-
gazo de cafia, madera
de dlamo, switchgrass,
paja de trigo. astillas de
dlamo,

Bagaro de cafia, asemrin
de madera dura.

Madera dura, pajas con
hajo contenido de lignina
(10-18%), desechos de
maiz, bagary de cafa,
hojas de cafia de amicar.

Bagazo de cafa.

Madera de dlamo.

Paja de trigo, desechos de
maiz.

Sun y Cheng, 2002

Sun y Cheng, 2002;
Schell ef al, 2003;
Rodriguez-Chong et
al., 2004:
Esteghlalian er al,
1997; Wooley er al,
199%:; Lynd et al.,
2002

Cuzens y Millar,
1997; Teixeira ef al.,
1999,

Sun y Cheng, 2002;
Rivers y Emert., 1988;
Hari Krishna er al.,
1998; Lynd et al.,
2002

Sun y Cheng, 2002

Sun y Cheng, 2002;
Rezzoug v Capart,
199¢; Lynd er al.,
2002

Sun y Cheng, 2002;
Tengerdy y Szakacs,
2003,

Fuente: PRODUCCION BIOTECNOLOGICA DE ALCOHOL CARBURANTE
OBTENCION A PARTIR DE DIFERENTES MATERIAS PRIMAS36

En las llustraciones 12 y 13 se muestran diversos pretratamientos empleados en
materiales que contengan lignina, hemicelulosa y celulosa junto con una breve
descripcion de cada uno de ellos y ejemplos de los materiales que han sido tratados.

1.6 AZUCARES REDUCTORES
“Los azucares reductores son aquellos azucares que poseen su grupo carbonilo
(grupo funcional), intacto, un grupo hemiacetal (una interaccién entre C-2 y C-5,)

que le confiera la caracteristica de poder reaccionar con otros compuestos. En
solucion acuosa, dicho grupo libre tiene la capacidad de reduccion de agentes
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oxidantes. Las formas ciclicas hemiacetales de los azlcares tiene la potencialidad
de generar trazas de la forma abierta (grupos aldehidos libres).

llustracion 14. Estructuras de azlcares

reductores.
CHOH  — CH,OH
o o on': O._ OH
OH > OH
OH
OH OH
l CH,OH
O_ | OH
O K OH
OH

Fuente: Obtencion de jarabes azucarados a partir
de la hidrdlisis quimica de residuos de céscara de
naranja (Citrus sinensis | var valencia) y papa
(solanum tuberosum) variedad Diacol R-12 para
ser empleados en la industria de alimentos3’

Azulcares reductores son aquellos que como la glucosa, fructosa, lactosa y maltosa
presentan un carbono libre en su estructura y pueden reducir, en determinadas
condiciones, a las sales cupricas.”!

A continuacion, se dan a conocer distintos métodos de determinacion de azlcares
reductores:

41 GERENA, Flor. Obtencion de jarabes azucarados a partir de la hidrélisis quimica de residuos de cascara de
naranja (Citrus sinensis | var valencia) y papa (solanum tuberosum) variedad Diacol capiro R-12 para ser
empleados como edulcorantes en la industria de alimentos. Trabajo de grado Ingenieria de Alimentos.
Duitama: Universidad Nacional Abierta y a Distancia “UNAD”. 2013. 116 p.
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1.6.1 Métodos Cuantitativos

1.6.1.1 Método de Fenol-Sulfarico por espectrofotometria UV.La reaccion de
color para medir la concentracién de carbohidratos solubles por espectrofotometria
se basa en la utilizacién del método colorimétrico de fenol-sulfurico que depende de
la deshidratacién de sacéridos derivados de hidrolizados a furfural que transcurre
en el proceso de la reaccion. Los derivados del furfural del fenol coloreado absorbe
la luz en el rango visible a una longitud de onda 490 nm.

1.6.1.2 Método de Acido Dinitrosalicilico DNS. “En disolucion alcalina el aztcar
se hidroliza produciendo un compuesto que se reduce a un grupo nitro del DNS,
para dar el producto monoamino correspondiente. Esta reaccion da un producto
colorido en soluciéon alcalina. La reaccién que se lleva a cabo es la siguiente”?
llustracion 15:

llustracion 15. Reaccion de reduccion de acido
dinitrosalicilico.

CHO
H—+—OH
3 HO——H
H OH 3 OH
H—1—OH
CH;OM g
2,3,4.5 6-pentahydroxybexanal
CcCOO
COO'Na*
H——OH 1
3 HO H i
H——on I _I
H -OH O:NT T TNy
i Sl 3o e 2oboy o yo Seaitrobenaoas
a0 (Nielsen, 1998)

Fuente: Sustained oscillations in glycolysis: an
experimental and theoretical study of chaotic and
complex periodic behavior and of simple oscillations*?

1.6.1.3 Método Optico de Polarimetria. “Se coloca un tubo de muestra que
contiene un liquido en solucion, entre dos elementos polarizantes. El primer
elemento (polarizador) polariza la luz antes de que este pase a través de la muestra.

42 CRISTANCHO, Leidy y MONROY, Ricardo. Métodos cuantitativos. En: Manual de métodos generales para

determinacién de carbohidratos. Bogota D.C.: UPTC, 2014. p. 5-17.

43 NIELSEN, K.; SORENSEN, P. y BUSSE, H. Sustained oscillations in glycolysis: an experimental
and theoretical study of chaotic and complex periodic behavior and of simple oscillations. Biophys.
En: 1998. p. 49-62.
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El segundo elemento (analizador) puede girarse para contrarrestar cualquier
rotacion por la muestra y por tanto, localiza la posicion angular resultante del plano
de la luz, y por lo tanto la cantidad de rotacion causada por la muestra, donde se
expresa sobre una escala diferente que se denota como °Z. A continuacion, se
presenta un esquema de polarizado de una muestra de azucar en solucion.

llustraciéon 16. Distribuciéon de la luz en
polarimetria.

Light
source 1

‘*:'

’ (j

Polarizer I (
T a
o

~ N, 3 ,
lult\ -I' F~a

,_ ]
Light source Fuente de Iuz 3
Polanzer Poarizador
Tube Tube I %

N
Anglyzer AnalZador Analyzer L Eye
Eye Ojo

Fuente: Analisis Polarimétrico**

1.6.1.4 Cromatografia Liqguida de Alta Resolucion (HPLC) de glucosa, sacarosa
y fructosa. La muestra se introduce en pequefios volumenes a la corriente de la
fase mévil bombeados con alta presion a una columna rellena de fase estacionaria
y alli el analito se retarda preparandose por medio de interacciones quimicas con la
fase estacionaria mientras atraviesa la columna. El retardo se conoce como tiempo
de retencion, Unico para cada analito.

Para la separacion de carbohidratos como sacarosa, glucosa y fructosa se utiliza
una columna de separacion rellena de una resina de intercambio catidnico con base
calcica, que exhiben propiedades como intercambio de ligandos y exclusion por
tamanos.

La muestra diluida es previamente filtrada para la inyeccion en la columna,
dependiendo de la geometria de los hidroxilos de los diferentes azlcares, estos
interactdan con los cationes de la resina por afinidad, variando gradualmente los
resultandos de los tiempos de elucién de las diferentes especies. El método se

44 CLARQOS, Johan. Analisis Polarimétrico-Fundamento tedrico [en linea]. Bogota. Renglén 30.
Disponible en Internet: < https://es.scribd.com/doc/89862717/Analisis-polarimetrico>.

45



aplica a moléculas de bajo peso molecular relativo, que puedan entrar en los poros
de laresinay establecer enlaces temporales con los iones contrarios. Las moléculas
largas no entran facilmente en los poros y ellas eluyen con mayor rapidez. La
estimacion que luego lo relaciona al obtenido por un estandar.

1.6.2 Métodos Cualitativos

1.6.2.1 Prueba de Molisch. Es la prueba especifica para determinar la presencia
de carbohidratos en una muestra, al deshidratar el glucido (monosacaridos-alta
reaccion y disacaridos, polisacaridos-baja reaccion) forma furfural; este al
reaccionar con a-Naftol produce un complejo de color morado. A continuacion, en
la llustracion 17, se presenta la reaccion quimica.

llustracion 17. Reaccion quimica en la Prueba de Molisch.

|
[ —1 — "]
r

I
T

Fuente: Carbohydrates®

1.6.2.2 Prueba de Benedict. Cuando un carbohidrato posee en su estructura un
grupo carbonilo libre (C=0) esta reducira el reactivo de Benedict por oxidacién con
los iones cobre en una solucion de pH alcalino y la accion del calor (punto de
ebullicién); forma &cido carboxilico; al reaccionar se puede denominar como azucar
reductor. La reaccion de oxidacion del cobre se presenta en la llustracion 18.

llustracién 18. Reaccidn de Oxidacion del cobre en presencia
del glacido-reductor.

=

= + 2Cu*r + 50H- > : + Cu0 + 3HLC

Fuente: Carbohydrates*!

45 HARPER COLLEGE. Carbohydrates. Virtual Quemistry Lab [en linea] llinois, USA. Disponible en
Internet: < http://www.harpercollege.edu/tm-ps/chm/100/dgodambe/thedisk/carbo/carbo.htm>.
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1.6.2.3 Prueba de Lugol. La interaccion del yodo o yodo potasico con el almidon
forma coloraciones azules oscuras, debido a la ocupacion de los espacios libres del
glicido, este es un gliucido alterado, al cual, sus propiedades fisicas son
modificadas, como la no absorcién luminica. A continuacion, se presenta los
resultados visuales positivos y negativos de la prueba en la llustracién 19.

llustracidon 19. Resultado negativo de la prueba de
Lugol (izquierda). Resultado positivo de la prueba de
Lugol (derecha).

Fuente: Carbohydrates*!

1.6.2.4 Prueba de Bial. Esta prueba detecta la pentosa. El reactivo deshidrata las
pentosas formando furfural (derivados de las pentosas). Estos derivados de las
pentosas ademas reaccionan con orcinol y los iones de hierro presentes en el test
reactivo, general productos de color azul.

En la llustracion 20, se representa la reaccién de deshidratacién y formacion de
furfural.

llustracion 20. Reaccion de deshidratacion y
formacion de furfural.

O

H o “|

H—C—OH H, O #,fll,__h

Hy S0, ':*;'w C H

g — Iy

H—G—0H 3RO c—c

H—_—CH H “H
CHyOH

Fuente: Carbohydrates*!
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llustracion 21. Resultados negativos de la prueba
Bial (izquierda). Resultado positivo de la prueba de
Bial (derecha).

Fuente: Carbohydrates*!

1.6.2.5 Prueba de Barfoed. Se utiliza para detectar monosacaridos reductores en
disolucién. Los monosacaridos reductores son oxidados por el ion de cobre,
formandose acido carboxilico y una precipitacion rojiza de ion cobre. Los disacéaridos
reductores tienen la misma reaccién, pero lo hacen mas lento. A continuacion, se
da a conocer la reaccion de oxidacion en la llustracion 22.

llustracion 22. Reaccion de oxidacion y formacion de acidos

carboxilicos.
H s}
7 R
? + 2Cu" + 2H0 —— ﬁ: + Cus0 + 4HY
H R

Fuente: Carbohydrates*!
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llustracién 23. Resultado positivo de la prueba de Barfoed
(izquierda). Resultado negativo de la prueba de Barfoed
(derecha).

Fuente: Carbohydrates*!

1.6.2.6 Prueba de Fehling. La prueba reduce el cobre (Cu**) por oxidacién con los
todos los azucares reductores, siempre que esté medio alcalino con una presencia
de tartrato de sodio y potasio para permitir la estabilizacién del cobre.”46

En la llustracion 28 se representa los resultados visuales (positivo y negativo) de la
prueba.

llustracion 24. Coloracion positiva de Fehling (izquierda).
Coloracioén negativa de Fehling. (derecha)

Fuente: Manual de métodos generales para determinaciéon de
carbohidratos: Métodos cuantitativos

46 |bid., p.18.
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2. METODOLOGIA

El presente proyecto se desarrolla en los laboratorios del Centro de Gestion
Industrial del Sena, cuyo fin es obtener azlcares reductores a partir del retal de
papel moneda y billetes fuera de circulacion.

El desarrollo experimental consta de dos etapas principales que consisten en
pretratamiento e hidrolisis enzimatica. Para llevarlo a cabo es necesario seleccionar
la muestra de billetes fuera de circulacion y retal de papel moneda, luego realizar
una evaluacion a la muestra seleccionada dentro de la cual se determina una
cuantificacion de celulosa; posteriormente se hace una evaluacion de enzima
determinando asi la actividad enzimatica de ésta misma, una curva de calibracién y
por ultimo una cuantificacion de azlcares reductores.

Una vez terminado lo anteriormente mencionado se inicia con la primera etapa del
desarrollo experimental, el pretratamiento el cual se realiza con hidroxido de sodio
y luego la hidrdlisis enzimética cuya enzima seleccionada fue Multifect B.

2.1 EVALUACION DEL SUSTRATO

Se toma una muestra representativa del retal de papel moneda y billetes fuera de
circulacion, por medio de la técnica de cuarteo, la cual consiste en homogenizar la
muestra y formar un circulo uniforme dividiéndolo en cuatro partes iguales. De alli
se eliminan dos partes diagonalmente opuestas de manera aleatoria. Luego se
mezcla el material restante y se cuartea sucesivamente hasta conseguir la cantidad
necesaria como se muestra a continuacion en la llustracion 25.

llustracion 25. Técnica de muestreo-Técnica de cuarteo.

o~ >
// ) 4 > Ultimo montén
1/ A e
1‘/ ‘4 A 1 / \
P e ) > — —
| \ 1 J ! '
\ //‘ y /a / “ .
\ / &
~ 4 »
o - — >

Fuente: Método para la caracterizacion®’

47 Universidad Nacional Abierta y a Distancia. Leccién 10. Método para la Caracterizacion.
[Consultado el 11/15/2016]. Disponible en Internet:
<http://datateca.unad.edu.co/contenidos/358012/ContLin/leccin_10_mtodo_para_la_caracterizacin.
html>.
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En el caso del retal de papel moneda y billetes fuera de circulacion no es necesario
realizar una trituracion debido a que estos vienen finamente picados por medidas
segun su forma: rectangular (largo: 1-1.5 cm, ancho: 2-3 mm).

2.2 ESQUEMA GENERAL DE LA OBTENCION DE AZUCARES REDUCTORES
En el siguiente esquema se muestra el proceso de obtencion de azlcares

reductores, teniendo en cuenta las etapas principales mencionadas anteriormente
junto con sus variables correspondientes:

llustracion 26. Esquema general de la obtencion de azucares

reductores.
Retal de papel
moneda y
billetes fuera de
circulacidn
% NaOH
T(°C) » Pre-tratamiento
t (min)
T("C)
t({h .
{H} Hidrélisis i Azucares
P Enzimatica Reductores
[enzimal
[sustrato]

2.2.1 Cuantificacion de Celulosa. Para realizar la cuantificacion de celulosa se
selecciona un método efectivo y confiable por medio del cual se pueda en primera
instancia romper y posteriormente eliminar las cargas, el encolante, tintas vegetales,
hemicelulosas y lignina (compuestos cuya macromolécula acaparan en forma de
saco a la celulosa) con el fin de dejar libre a la celulosa y asi poder realizar la
cuantificacion de ésta.

El método modificado de Kurschner Hoffer es empleado para cuantificar celulosa en

vegetales, frutas y madera cuya composicién quimica contiene barreras como los
son las hemicelulosas y lignina. Este método se emplea en el papel moneda y
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billetes debido a que maneja montajes de calentamiento a reflujo a altas
temperaturas, junto con el &cido nitrico y el hidréxido de sodio, sustancias fuertes
que ayudan a descomponer el mayor obstaculo para obtener la celulosa siendo éste
el encolado del papel.

Para llevar a cabo la cuantificacién de celulosa se toma 1 g de muestra (peso
realizado en una balanza analitica Pioneer, OHUS), a la cual se le adicionan 20 mL
de etanol y 5 mL de &cido nitrico“®. Una vez homogenizados se somete a
calentamiento a reflujo durante 1 hora y 50 minutos; luego se realiza una filtracion
al vacio y se lava con agua tipo 1; nuevamente se somete a calentamiento a reflujo
en agua durante 1 hora, se filtra al vacio y se lava con agua tipo 1. Posteriormente
se adiciona hidroxido de sodio 0,4 N y se lleva a reflujo durante 1 hora, se filtra al
vacio y se lava con agua tipo 1. El producto se seca en un horno a 50°C durante
una hora. El montaje se puede apreciar en la siguiente ilustracion.

llustraciéon 27. Montaje de
calentamiento a reflujo.

A continuacién, se presenta el proceso anteriormente descrito por medio de un
esquema, en la llustracién 28.

48 PINTO, Paula; EVTUGUIN, Dmitry; PASCOAL, Carlos. Chemical composition and structural features of the
macromolecular components of plantation Acacia mangiun Wood. En: 2005. No. 53,. p. 7856-7862.

49 BAUTISTA, Roberto: HONORATO, Jose. Composicidn quimica de la madera de cuatro especies del género
Quercus. En: Marzo, 2006. p. 25-31
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llustracién 28. Paso a paso del desarrollo experimental de la
cuantificacion de celulosa.
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1 hora
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Tanto el porcentaje de humedad como el porcentaje de cenizas del retal de papel
moneda y billetes fuera de circulacion se realizaron por medio del método de
gravimetria a cargo del INSTITUTO DE HIGIENE AMBIENTAL LTDA, empresa
contratada por Control Ambiental de Colombia Ltda, cuyos resultados se pueden
observar en el ANEXO A.

2.2.2 Determinacion de Humedad. El método consiste 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.

e Procedimiento: pesar en un crisol previamente tarado de 1 a 1.5 g de muestra
homogénea; se procede a colocar al crisol junto con la muestra en la estufa
manteniendo la temperatura T1. Después de transcurrir el tiempo requerido, se
lleva el crisol al desecador en donde se deja alcanzar la temperatura ambiente.
Posterior a esto, se pesa en la balanza analitica y se vuelve a dejar en la estufa
durante un tiempo determinado; una vez culminado el tiempo se retira de la estufa
y se deja enfriar nuevamente en le desecador. Por ultimo, se pesa huevamente y
se repite el procedimiento hasta alcanzar un pesaje constante.

2.2.3 Determinacion de Cenizas. Las cenizas permanecen como residuos luego
de la calcinacion de la materia; la calcinacion debe efectuarse a una temperatura
adecuada, que sea lo suficientemente alta como para que la materia se destruya
totalmente pero que la temperatura no sea excesiva para evitar que los compuestos
inorganicos sufran alteracion (fusién, descomposicion, volatilizacion o cambio de
estructura).

e Procedimiento: pesar un crisol y agregar los gramos de muestra a tratar; con la
ayuda de pinzas llevar el crisol a la mufla, la cual debe estar previamente
calentada a una temperatura T1 durante el tiempo requerido. Una vez transcurrido
el tiempo, se enfrian el crisol dentro de un desecador, para luego ser llevados y
pesados en una balanza analitica. El peso se anota y se realizan los célculos
correspondientes.

2.3 CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES - DNS
Es importante disponer de un método para cuantificar bajas concentraciones de
azucares reductores totales por lo que se emplea la metodologia basada en el uso

del acido 3,5-dinitrosalicilico debido a que los determina espectrofotométricamente,
donde la principal ventaja radica en la alta sensibilidad.
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A continuacion, se da a conocer los compuestos necesarios para obtener el reactivo
DNS y la metodologia que se debe llevar a cabo para realizar la cuantificacién de
azucares reductores y la posterior lectura en el espectrofotometro.

+ Reactivos DNS

e Acido dinitrosalicilico 1%

¢ Hidroxido sodico 1%

e Sales de Rochelle (Tartrato Na-K) 1%

El reactivo que es bastante inestable debe tener un color amarillo anaranjado. El
procedimiento de elaboracién del reactivo DNS s puede visualizar en el ANEXO B.

< Procedimiento

Se afladen 1 mL del reactivo DNS, 1 mL de muestra en un tubo de ensayo y se
completa a 5 mL con agua tipo 1. Se colocan las muestras en un bafio de agua en
ebullicién durante 15 minutos y se enfria en un bafio de agua fria.

Para elaborar el blanco, se toman 2 mL del reactivo DNS y se completa con agua
tipo 1 hasta 10 mL.

Una vez las muestras en los tubos de ensayo se hayan enfriado se prosigue a
realizar la lectura en el espectrofotbmetro (marca: Shimadzu, serial:
A114551503399, modelo: UV-1800)

2.4 CURVA DE CALIBRACION

En la curva de calibracién se propone un rango de disoluciones de glucosa amplio
con el fin de que en las lecturas futuras de absorbancia luego del proceso de
hidrolisis en el espectrofotometro, estas estén dentro del rango propuesto para asi
poder hallar la concentracion de glucosa (azucares reductores). Por ende, la curva
de calibracion es un referente con concentraciones conocidas de glucosa que se
emplea para determinar la concentracion de azlcares reductores desconocidos.

Para dar inicio al procedimiento, se toman 0.5 g de glucosa (peso tomado en una
balanza analitica Pioneer, OHUS), esta se diluye y es aforada en un balén de 100
mL. A cada uno de los ensayos se les adiciona 50 mL de agua tipo 1.

A partir de ésta disolucion se realizan siete disoluciones a las siguientes
concentraciones:
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Tabla 3. Curva de calibracion de glucosa

Concentracion Diluciones de
Inicial de Glucosa | Glucosa (mg/mL)
(0.5g/100mL agua)

1 0.02
2 0.04
5 0.1
10 0.2
15 0.3
20 0.4
25 0.5

Las muestras junto con el blanco son llevadas al espectrofotdmetro a una longitud
de onda de 540 nm. En primera instancia, se toman las dos celdas de cuarzo (en
las cuales se realizan las lecturas de cada muestra) y se purgan con el blanco, luego
se lee la intensidad de luz captada por éste. Se deja una de las celdas de cuarzo
con el blanco, la otra se lava y se purga con la concentracion de glucosa mas baja
y se realiza la lectura (alli la intensidad de la luz que sale de cada muestra es
captada la cual depende de la concentracidbn de azucares y comparada con la
intensidad de luz obtenida por el blanco) de la primera muestra, y asi sucesivamente
con todas las concentraciones de glucosa.

2.5 Evaluaciéon de la Enzima — Multifect B

Multifect B es un complejo enzimatico constituido por celulasas y B-glucanasas cuya
funcion es realizar la ruptura de la celulosa y celobiosa generando compuestos de
menor tamafio, siendo afines con aplicaciones tipicas de en pulpas de papel, las
cuales trabajan bajo condiciones especificadas en la ficha técnica de la enzima. Ver
ANEXO C.

Con la evaluacion de la enzima Multifect B se busca corroborar las condiciones de
trabajo de ésta con base a las dadas en la ficha técnica.

2.5.1 Determinacion de la Actividad Enzimatica — Multifect B. Este método
permite medir la actividad de la enzima sobre un sustrato en el cual se presenta una
fraccién de celulosa cristalina y otra fraccidén de celulosa amorfa de proporciones
variables y desconocidas®.

La determinacion de la actividad de la enzima se realiza por medio del método del
papel filtro, a continuacion se muestran las especificaciones de éste:

50 JAEN ALFONSE, M., et al. ACTIVIDAD ENZ]MATICA DEL COMPLEJO CELULLITICO
PRODUCIDO POR Trichoderma reesie. HIDROLISIS ENZIMATICA CELULOSA. En: 1986.
Ciemat.597. Sp ISSN 0081-3397. p. 1-19.
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¢ Especificaciones papel filtro cuantitativo grado 391
e Marca: Munktell

e Diametro: 90 mm

e 84 g/m2y Qty: 100

e Art. N° 3.104.090 Lot. N° 10-077

El procedimiento inicia tomando 0.5 g de papel filtro finamente picado, mezclandolo
con 20 mL de buffer de citrato (0.05M, pH 5) y 5 L de enzima en un vaso precipitado
de 50 mL. Se agita manualmente durante 10 segundos cada 10 minutos. Luego se
incuba durante 30, 75y 120 min a 50°C, (tomando muestras al finalizar cada uno
de los tiempos) en una plancha calefactora, se inactiva la enzima en un bafio de
agua en ebullicion por un minuto.

Paralelamente se realiza el mismo procedimiento anteriormente mencionado, pero
con ausencia del papel filtro, con el fin de hacer un blanco de enzima para cada
lectura.

Posterior a esto, se determinan los azUcares obtenidos por el método del Reactivo
DNS.

2.6 PRETRATAMIENTO CON HIDROXIDO DE SODIO

Antes de proceder a realizar el proceso de hidrdlisis enzimatica es necesario
acondicionar el retal de papel moneda y billetes segun informacién bibliogréafica con
base a su composicion quimica y aditivos presentes. De acuerdo a la escasa
informacion suministrada por el Banco de la Republica e informacion bibliografica
consultada, se conoce que el principal componente del papel moneda es el algodén
junto con algunos aditivos, cargas y encolante en menor cantidad, tal como se ve
en el capitulo anterior. Por ende se debe elegir un pretratamiento que logre
descomponer los aditivos, cargas, encolante hemicelulosa y lignina (éstos dos
altimos componen la pared celular del algodén entrelazando y abrazando en forma
de saco a la celulosa) con una sustancia lo suficientemente fuerte.

Para ello, se tienen dos opciones, la primera es tratar el papel moneda y billetes con
acido, siendo los mas empleados el nitrico, citrico y sulfurico a temperatura; la
segunda opcion en vez de aplicar acido se maneja con hidroxido de sodio o
hidroxido de potasio a temperatura. La opcion, segun referencias bibliograficas que
mejor efecto tiene es la primera, pero se decide manejar la segunda opcién debido
ague ésta propuesta posiblemente se implenten en campo y por disminuir
contaminacion directa al suelo en el proceso de compostaje, se opta manejar el
hidroxido de sodio cuyo impacto ambiental es menor.
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Se elige como compuesto alcalino para implementar en el pretratamiento es el
hidréxido de sodio debido a que éste es menos costoso y se requieren menores
cantidades para alcanzar la concentracion de 2N necesaria.

Una vez se despojen del retal de papel moneda y billetes la mayor parte de aditivos,
cargas y encolantes, la segunda funcion del hidroxido de sodio es romper los
enlaces de lignina, hemicelulosas y enlaces glucosidicos de la celulosa quedando
libre para ser convertida en azucares reductores por medio del proceso de hidrolisis
enzimatica.

llustracién 29. Montaje pre
tratamiento con NaOH 2N.

Se toman 20 g de muestra y se depositan en 1 L de hidréxido de sodio 2N contenido
en un beaker de 2L.

Para preparar 1L de NaOH 2N, se debe determinar la cantidad de gramos de NaOH
a emplear utilizando la siguiente ecuacion:

Ecuaciéon 2. Normalidad '
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Donde:

N: Normalidad

Eq-g: Equivalente en gramos
V: Volumen de la solucién

Despejando Eg-g y reemplazando:

Ecuacion 3. Equivalente en gramos

Eq—g=NxV

Eq—g=2N=*1L

moles del soluto

Donde la conversion de la normalidad es: N = — —
Litros de la solucion

Dando como resultado:
Eq — g = 2mol

Ahora el equivalente en gramos es igual a:

Ecuacion 4. Equivalente en gramos

masa del soluto

Eqg—g =
-9 masa — eq

Donde:
Masa-eq: Masa equivalente, y es igual a:

Ecuacion 5. Masa equivalente
M
0

masa — eq =

Donde:

M: peso molecular

6:1

Reemplazando el peso molecular del NaOH que es de 39.97g/mol, se obtiene que
la masa-eq es igual 39.97g/mol.

Reemplazando masa-eq en la Ec. 3 se calcula la masa del soluto:
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Ecuacion 6. Masa del soluto

mas soluto = Eq — g * masa — eq

39.97g>

mol
masa soluto = 80g NaOH

masa soluto = (2mol) (

Se requieren 80g de NaOH disueltos en 1L de agua destilado, por lo tanto, para
preparar 2L de NaOH 2N se requieren 160g de NaOH.

Posterior a esto, con la ayuda de un agitador magnético se agita la solucién durante
1 hora®! a una temperatura aproximada de 70°C%2. La temperatura se alcanzé por
medio de una plancha calefactora (marca:Thermo Scientific).

Finalizado el tiempo, se realiza una filtracion y se deja secar a temperatura
ambiente®3.

2.7 HIDROLISIS ENZIMATICA

Para llevar a cabo la hidrdlisis enzimatica se adquiere una enzima que es empleada
con base a la ficha técnica de ésta; la enzima es adquirida por medio de una
importadora y distribuidora Merquiand S.A.

Es importante resaltar que las condiciones de trabajo dependen directamente de las
especificaciones de la enzima, por lo cual para definir el pH y la temperatura del
proceso se recurre a la ficha técnica.

Se acoge la hidrélisis enzimética como proceso de degradacion del retal de papel
moneda Y billetes por ser un proceso amigable con los suelos y en el proceso de
compostaje que se maneja en Control Ambiental de Colombia Ltda, debido a que
aparte del buffer de citrato que se utiliza, se emplea la enzima Multifect B, la cual

51 FORERO GOMEZ, Fabidn Enrique; LOPEZ VELANDIA, Roberto Ribelino, OBTENCION DE ETANOL A PARTIR
DE BROCOLI Y CASCARA DE ARVEJA EMPLEANDO LA ENZIMA MULTIFECT 720 DE CARACTER BASICO A NIVEL
DE LABORATORIO, Op. cit. p. 58.

52 GONZALEZ, S.; SOTO, N.; RUTIAGA, O.; MEDRANO, H.; RUTIAGA, J.; LOPEZ, J.. Optimizacién del proceso de
hidrdlisis de hidrdlisis enzimatica de una mezcla de pajas de frijol de cuatro variedades (pinto villa, pinto
saltillo, pinto mestizo y flor de mayo). En: Febrero, 2011, vol. 10, no 1,. p. 17-28.

53 MALAGON, Martha. Obtencién de etanol a partir de brécoli y cascara de arveja empleando la enzima
Multifect 720 de caracter basico a nivel de laboratorio. En: Septiembre, 2009. p. 1-12.
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aparte de ayudar con la degradacion del sustrato en estudio, ayudaria a la
degradacion de otro tipo de sustancias manejadas en la planta.

La hidrdlisis enzimatica tiene como objeto lograr y acelerar la degradacion de la
celulosa (de la cual estd compuesto en su mayoria el retal de papel moneda y
billetes) hasta azlucares reductores, los cuales son mas facil de ser descompuestos
por los microorganismos del suelo empleados en el proceso de compostaje en
Control Ambiental de Colombia Ltda.

Por disposicion de equipos en el laboratorio del Centro de Gestion Industrial SENA,
no se realiza un disefio de experimentos, por lo cual con base a referenciacion
bibliografica y ficha técnica de la enzima se opta por manejar el pH y temperatura
como parametros fijos y la dosificacion y tiempo como parametros variables.

A continuacion, se da a conocer como es llevado a cabo el proceso de hidrélisis
enzimatica.

Se tienen 4 parametros, dos de ellos son fijos durante la experimentacién y dos son
variables:

% Fijos:
epHS5
e Temperatura 50°C

¢ Variables:

e Dosificacion enzima: La relacién enzima/sustrato es de 0.075% peso enzima/peso
sustrato. A continuacion, en la Tabla 4 se muestran las dosificaciones empleadas
en la experimentacion para 5g de muestra.

Tabla 4. Dosificacién de enzima para 5 g de muestra

Relacion Dosificacion
Enzima/Sustrato Enzima (uL)
(%P/V)
0.1 | 5
1.0 | 50
5.0 | 250
10.0 | 500

e Tiempo de Reaccion: Oh, 1h, 2h, 4h, 8h, 25h, 34h y 54h.
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En cuatro recipientes schott de 250 mL en cada uno de ellos se agrega 5 g de
muestra pre tratada, 200 mL de buffer de citrato (0.05M, pH 5) y la dosificacion de
enzima correspondiente (se emplean micropipetas de 5-50 puL y de 100-1000 pL
para mayor exactitud) mostradas en la Tabla 5.

Tabla 5. Dosificacion de enzima para la hidrélisis enzimatica.

N° Schott Buffer de Dosificacion
citrato (mL) enzima (uL)
1 200 5
2 200 50
3 200 250
4 200 500

En la llustracion 30 se muestra cada ensayo en el tiempo 0 h.

llustracion 30. Ensayos de hidrolisis enzimatica a distintas
dosificaciones de enzima: 500uL, 250puL, 50uL y 5uL (de
izquierda a derecha, respectivamente).

Los cuatro ensayos se disponen en un shaker incubator (marca: innova 40) en el
cual se regula la temperatura a 50°C y una agitacién considerable que se elige a
criterio visual (cuando se vean que la muestra pretratada se agite lo suficiente de
arriba hacia abajo y viceversa, generando mayor contacto con la enzima) siendo
ésta de 170 RPM.

Una vez se vayan culminando los tiempos estipulados, se retiran pequefias
cantidades de muestra, se inactiva la enzima elevando la temperatura alrededor de
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los 85°C y se realiza una centrifugacion (con el fin de que el sobrenadante no afecte
la lectura en el espectrofotometro). La centrifugacion se lleva a cabo en una
microcentrifuga a 1000 RPM durante 10 minutos.

Luego se realiza una determinacion de azucares reductores por el método del
Reactivo DNS.

Para ejecutar el procedimiento de hidrélisis enzimética, se realiza una prueba
preliminar bajo las siguientes condiciones: T= 50°C, pH 5, 0.1% p/v relacion
enzima/sustrato y tiempos de Oh, 1h, 14h, 18h, 38h, 47h y 55h en una plancha de
calentamiento con agitacion magnética constante, con el fin de observar el
comportamiento de la enzima.

A continuacién en la llustraciéon 31, se muestra un esquema general del proceso de
hidrélisis enzimatica®*.

54 BAYITSE, Richard; HOU, Xiaoru; BJERRE, Anne-Belinda; SAALIA, Firibu. Optimisation of enzymatic
hydrolysis of cassava peel to produce fermentable sugar. En: Marzo, 2015. p. 1-7.
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llustracion 31. Proceso experimental de hidrolisis enzimatica.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente capitulo se detallan los resultados obtenidos durante el desarrollo
experimental a nivel laboratorio, permitiendo establecer las mejores condiciones
obtenidas en el proceso de hidrélisis enzimética para la obtencién de azucares
reductores.

3.1 EVALUACION DEL SUSTRATO

3.1.1 Cuantificacion de Celulosa. A continuacion, se evidencia el porcentaje de
celulosa en cada uno de los ensayos, aproximadamente 1 g de retal de papel
moneda y billetes fuera de circulacion.

Ecuacion 7. Porcentaje celulosa

PPCS — PPS
PM

%Celulosa = ( ) * 100

Donde:

PPCS: peso de la muestra tratada y el papel filtro seco

PPS: peso del papel filtro seco (con el cual se filtr6 la muestra)
PM: peso inicial de la muestra

La experimentacion se llevd a cabo por triplicado obteniendo los siguientes
resultados y porcentajes de celulosa.

Tabla 6. Cuantificacion de celulosa.

PM (g) PPS (g) PPCS (g) % Celulosa |
ENSAYO 1 0.9984 0.5401 1.0221 48.27
ENSAYO 2 0.9993 0.5002 1.2303 73.06
ENSAYO 3 0.9998 0.5190 1.2290 71.01

Se observa que el ENSAYO 1 tiene un porcentaje de celulosa bastante lejano a los
otros dos ensayos, lo cual se pudo ver reflejado desde un comienzo en su
comportamiento en la experimentacion. Durante el calentamiento a reflujo la
solucion junto con la muestra en el ENSAYO 1 fue mucho mas densa y oscura que
las demas, notando pequefias cantidades de sustancias ajenas a la
experimentacion lo que se pudo haber dado a una contaminacion siendo esta lo
mas probable tierra y similares, debido a que la muestra en su totalidad de retal de
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papel moneda y billetes fuera de circulacion dada por Control Ambiental de
Colombia Ltda, venia con pequefios fragmentos de tierra a lo que se infiere que la
muestra del retal de papel moneda y billetes fuera de circulacion estaban en parte
mezclados en la pila de compost.

A continuacién, se muestra en la llustracion 32 el aspecto visual de cada ENSAYO
al terminar la experimentacion, en la que se observa la decoloracion de las muestras
en la mayoria de la superficie.

llustraciéon 32. Aspecto visual del ENSAYO 1,
ENSAYO 2 Y ENSAYO 3 al finalizar la
experimentacion.

\ \%

ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3

.

De los ENSAYOS 2 y 3 se obtuvo un resultado similar teniendo como promedio de
éstos dos un 72.035% de celulosa de 0.999955 g de muestra tomada, lo cual es un
muy buen resultado indicando éste que el porcentaje de celulosa es alto y viable
hasta el momento para obtener azlcares reductores.

3.1.2 Determinacion de Humedad. La determinacion de humedad del retal de
papel moneda y billetes fuera de circulacion no fue necesario hallar, debido a que
Control Ambiental de Colombia Ltda tiene ese dato dentro de la caracterizacion del
retal de papel moneda y billetes fuera de circulacion realizada por el INSTITUTO DE
HIGIENE AMBIENTAL LTDA.

La humedad es expresada en porcentaje con un valor de 4.72% lo cual es bajo y no
influyente dentro de los procesos de pretratamiento e hidrélisis enzimatica debido a
gue en ambos el retal de papel moneda y billetes permanece en constante contacto
con NaOH y Buffer de Citrato respectivamente, no se necesita que la muestra esté
seca, de lo contrario, siempre esta humeda.

3.1.3 Determinacion de Cenizas. Al igual que la determinacion de humedad, la
determinacién de cenizas del retal de papel moneda y billetes fuera de circulacién
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no fue necesario hallarla debido a que Control Ambiental de Colombia Ltda tiene
ese dato dentro de la caracterizacion del retal de papel moneda vy billetes fuera de
circulacién realizada por el INSTITUTO DE HIGIENE AMBIENTAL LTDA.

Las cenizas son expresadas en porcentaje con un valor de 4.76%, lo cual equivale
al residuo inorganico, en este caso, metales después de quemar el retal de papel
moneda y billetes fuera de circulacion como e son: plomo, cadmio, zinc, cromo,
niquel, bario, cobre, plata, mercurio y manganeso.

El contenido de cenizas de un 4.76% indica el bajo contenido de los metales
presentes lo cual no llega a ser influyente en el comportamiento de la enzima.

3.2 CURVA DE CALIBRACION

Para construir la curva de calibracion se hicieron siete muestras a partir de una
concentracion de glucosa de 0.5 g glucosa / 100 mL agua tipo 1, las cuales se
muestran en la llustracidn 33 junto con sus respectivas absorbancias. La lectura de
cada muestra de glucosa se realizé por triplicado en el espectrofotometro a 540 nm.

llustracion 33. Cuantificacion de azUcares
reductores - finalizada la reaccion del
reactivo DNS en un bafio de ebullicion.

En la llustracion 33, se muestran las siete muestras de concentracion de glucosa
junto con el blanco una vez finalizado el tiempo de reaccion en un bafio en ebullicién
de agua. Se observa la variacion en la gama de la coloracion de cada muestra en
donde la mas clara es el blanco debido a que no tiene glucosa en la solucién. De la
muestra 1 a la 7 la coloracién rojizo-naranja se va intensificando indicando asi mayor
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presencia de glucosa en la solucién tal cual se observa en la Tabla 7 la absorbancia
de cada muestra.

Tabla 7. Concentraciones de glucosa con sus respectivas absorbancias.

Concentracion glucosa (mg/mL) Absorbancia

0.0045

0.02 0.0044
0.0043

Promedio 0.0044
0.0087

0.04 0.0087
0.0087

Promedio 0.0087
0.1582

0.1 0.1582
0.1582

Promedio 0.1582
0.3364

0.2 0.3364
0.3364

Promedio 0.3364
0.6414

0.3 0.6416
0.6419

Promedio 0.6416
0.8896

0.4 0.8891
0.8893

Promedio 0.8893
1.1581

0.5 1.1580
1.1582

Promedio 1.1581

En el ANEXO D se encuentra las anteriores concentraciones de glucosa con sus
respectivas absorbancias dada por el programa intrinseco en el espectrofotometro.

En la Grafica 1 se muestra la curva de calibracion para glucosa:
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Gréfica 1. Curva de calibracion para glucosa.
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ABSORBANCIA

Se observa que la absorbancia es directamente proporcional a la concentracién de
glucosa debido a que a mayor concentracion mayor es la absorbancia. También se
infiere el valor del coeficiente de correlacion cuyo valor es 0.9946, cuyo valor se ve
afectado en primera instancia por las primeras dos concentraciones de glucosa de
0.02 y 0.04 mg/mL debido a que sus absorbancias son bastantes bajas, cercanas
al 0 y por ende influyen en la linealidad de los datos. En segunda instancia los
valores de absorbancia de las concentraciones de 0.2 y 0.5 mg/mL se desfasan un
poco de la linealidad generado por algun error durante la preparacion o aforo de las
soluciones de glucosa. A pesar de éstos dos factores, el coeficiente de correlacién
es bastante bueno el cual mide la linealidad.

En la Grafica 2 se observa nuevamente la curva de calibracion con la diferencia en
gue en ésta se omitieron dos datos de concentraciéon 0.02 y 0.2 mg/mL, cuyo
resultado mejora en el valor del coeficiente de correlacion el cual es de 0.9997
mucho mas cercano al 1, comparando con la grafical.
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Grafica 2. Curva de calibracion ajustada.
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3.3 DETERMINACION ACTIVIDAD ENZIMATICA — MULTIFECT B

Como se describio en el Capitulo 2, se determind la actividad enzimatica de la
enzima Multifect B sobre papel filtro a diferentes tiempos de reaccion de 30 min, 75
min y 120 min; en la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos en cada ensayo
(cada ensayo se realiz0 por triplicado).

Tabla 8. Resultados obtenidos en la experimentacion de la determinacion de
actividad enzimética

Ensayo Tiempo (min) Absorbancia

0.0083

1 30 0.0069
0.0059

Promedio 0.0070
0.0210

2 75 0.0256
0.0219

Promedio 0.0228
0.0197

3 120 0.0178
0.0140

Promedio 0.0171

En el ANEXO E, se observan las absorbancias obtenidas y calculadas en el
software intrinseco en el espectrofotometro.
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A partir de las absorbancias obtenidas se hallan las concentraciones de glucosa

por medio de una regresion polinomial impar obteniendo como resultados los dados
en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados concentracion de glucosa

Ensayo Tiempo (min) Absorbancia Concentracion
de glucosa
(mg/mL)
1 30 0.0070 0.0327
2 75 0.0228 0.0466
3 120 0.0171 0.0440

A partir de las concentraciones de glucosa obtenidas en la Tabla 9 se realiza la
Grafica 3.

Gréfica 3. Concentracion de glucosa para la determinacién de la
actividad enzimatica.

Concentracion vs Tiempo

0.05
0.045 -
0.04
0.035
0.03
0.025
0.02
0.015
0.01
0.005

0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120 130

Tiempo (min)

Concentracion Glucosa (mg/mL)

Se observa en la Gréafica 3 un ascenso en la concentracion de azlcares reductores
entre los 30 y 75 min de la reaccion, mientras que después de este tiempo la
produccion de azucares reductores disminuye de manera lenta hasta los 120 min,
siendo el punto de produccién mas alta a los 75 min de reaccion.

La poca produccion de azucares reductores y el inesperado descenso de
produccion de los mismo se ven afectados por el comportamiento de la enzima en
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un factor durante la experimentacion siendo este la agitacion constante. Tal como
se describe en la metodologia, no hubo agitacion constante, sino agitacion parcial
durante el desarrollo de la experimentacion lo cual genera una sedimentacion del
papel filtro en el vaso precipitado incurriendo asi en el poco contacto de éste con la
enzima, por ende, la enzima no es aprovechada del todo y s6lo una parte de ésta
alcanzo a reaccionar con el papel filtro sedimentado.

La actividad enzimatica de la enzima Multifect B en papel filtro a 50°C, pH 5y 75

min (que equivalen a 1.25 horas) de reaccion es de 0.2069 “mOZ/mL « R durante 1
hora.

3.4 PRETRATAMIENTO CON HIDROXIDO DE SODIO

El pretratamiento se realiza con el fin de extraer las tintas vegetales, la banda de
seguridad, el encolante y cargas usadas durante la elaboracion del papel, romper la
lignina y hemicelulosas, acondicionando asi el papel moneda y billetes exponiendo
la celulosa para un mejor ataque enzimaético.

3.5 HIDROLISIS ENZIMATICA

Realizado el proceso preliminar y experimental del proceso de hidrdlisis enzimética
se obtienen los resultados mostrados a continuacion en la Tabla 10. Ver resultados
en el ANEXO F.

Tabla 10. Datos de absorbancia obtenidos durante el proceso de hidrélisis
enzimética.

ENSAYO DOSIFICACION TIEMPO (horas)

ENZIMA (%P/V)
0 1 2 4 3 14 18 25 34 38 47 54 55
Preliminar 0.1 -0.0084 | 0.0830| 0.2231] 0.3945 02127 | 0.2097 0.2907
1 0.1 -0.0068 | 0.0002|0.0028|0.0050| 0.0062 0.0390|0.0432 0.0590
2 1 -0.0055 | 0.0037|0.0051|0.0450| 0.0982 0.1772|0.3013 0.2801
3 5 -0.0002 | 0.2283(0.2930 | 0.5997 | 0.7045 05442 | 06741 07710
4

10 -0.0032 | 0.3955 | 0.5814 | 0.9887 | 0.6208 0.9303 0788 | 0.5381]

En la Tabla 10 se observan los datos de las absorbancias determinados en cada
uno de los tiempos estipulados; los valores subrayados amarillos y azules:

e Amarillos: en el proceso de determinar los azucares reductores tal como se
describi6 en el capitulo 2 en el que se agregaban 1 mL muestra mas 1 mL reactivo
DNS y 3 mL de agua tipo 1 las absorbancias subrayadas sobrepasaban el valor
mayor dado en la curva de calibracion realizada, por ende, en lugar de agregar 1
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mL de muestra, se agregan 0.5 mL de muestra mas 1 mL reactivo DNS y 3.5 mL
de agua tipo 1 y asi la lectura de absorbancia esta dentro de la curva de
calibracion.

e Azules: en el proceso de determinar los azucares reductores como se describid
anteriormente para los valores de absorbancia subrayados amarillos, se agregan
0.5 mL de muestra + 1 mL reactivo DNS y 3.5 mL de agua tipo 1 las absorbancias
sobrepasan el valor mayor dado en la curva de calibracion, por ende, en lugar de
agregar 0.5 mL de muestra, se agregan 0.25 mL de muestra + 1 mL reactivo DNS
y 3.75 mL agua tipo 1y asi la lectura de absorbancia esta dentro de la curva de
calibracion.

En vista general, en la Tabla 10 se observa que todas las absorbancias a medidas
que transcurre el tiempo aumentan teniendo un aumento mas rapido los ensayos
de mayor a menor dosificacion de enzima.

A continuacion, en la Tabla 11 se muestran las concentraciones de glucosa para
cada uno de los ensayos en sus respectivos tiempos.

Tabla 11. Concentraciones de glucosa durante el proceso de hidrélisis a distintos
tiempos y dosificaciones de enzima.

ENSAYO

DOSIFICACION
ENZIMA (%P/V)

TIEMPO (horas)

0

1

4

14

18

25

34

38

Ly

54

55

Preliminar
1

2
3
4

0.1
0.1
1

10

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

0.0423
0.0355
0.0371
0.1292
0.1978

0.0367
0.0377
0.1557
0.2740

0.0377
0.0541
0.2815
0.4410

0.0382
0.0759
0.3245
29010

0.1271

0.1974

0.0516
0.1083
2.5870
4.3750

0.0533
0.1591
3.1200
4.6380

0.1228

01216

0.0590
0.1505
3.5170
51240

0.1548

Se observa en la Tabla 11 aumento de todas las concentraciones de glucosa a
medida que transcurre el tiempo en cada una de las dosificaciones especificadas
para la enzima.

A continuacioén, en las Gréaficas 4 y 5 se muestra el comportamiento de la
concentracion versus el tiempo de reaccion.
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Gréfica 4. Concentracion de Glucosa vs Tiempo. Ensayo preliminar,
dosificaciones de 0.1y 1 % p/v.
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En la Grafica 4 se observa un comportamiento discontinuo del ensayo preliminar
debido a que no hubo un control sobre la temperatura durante toda la
experimentacion, ya que éste se realiz6 en una placa calefactora, y por ende el
resultado se ve sujeto a altibajos en la temperatura; se obtiene un crecimiento
continuo de azlcares reductores hasta el tiempo de 18 horas con una concentracion
m la maxima de 0.1974 g/L, luego hay un pequefio descenso hasta el tiempo de 47
h y nuevamente un ascenso en la produccion de azucares en el tiempo de 55 h,
cuyo descenso pudo haber sido causado por una caida de la temperatura.

En la curva de dosificacion de 1 % p/v se observa un aumento durante todo el tiempo
de reaccion hasta el tiempo 34, siendo éste el pico mas alto con una concentraciéon
de 0.1591 g/L y un pequefio descenso en el tiempo 54 h disminuyendo asi un poco
la produccién de azucares reductores.

En la curva de dosificacion de 0.1 % p/v se observa aumento suave durante todo el
tiempo de reaccion sin anomalia alguna, el pico de la curva es a una concentracion
de 0.0590 g/L siendo éste a la hora 55.

A continuacion, se encuentra la Grafica 5 de las dosificaciones 5y 10% p/v
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Gréfica 5. Concentracion de Glucosa vs Tiempo. Dosificaciones 5y 10 %
p/v.
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En la dosificacion de 5% p/v existe un aumento considerable de produccion de
azucares en el tiempo 25 horas sobrepasando el triplicado de su concentracion
anterior en el tiempo de 8 horas sigue un aumento constante hasta la hora 55. El
pico en la concentracion de azucares de obtuvo en la hora final con un valor de
3.5170 g/L.

En la dosificacion de 10% p/v hay aumento constante hasta la hora 4, luego se ve
un incremento abrupto hasta la hora 8 y de alli en adelante sigue la produccion de
azucares con un pico en la ultima hora siendo de 5.1240 g/L.

A continuacion, en la Tabla 12 se muestran las diferencias de concentracién de
azucares reductores con base al tiempo que se antecede en la produccion de los
mismo; ejemplo: en la dosificacién de 0.1%, en el tiempo 0 hay O produccion de
azucares y en el tiempo 1h hay 0.0355 g/L, cuya diferencia es 0.0355¢/L.

Tabla 12. Diferencia entre concentracion a medida gue transcurre el tiempo
Dosificacion

Ensayo Enzima (%P/V) Concentracion Glucosa (g/L)
0 1 2 4 8 25 34 54
1 0.1 0 0.0355 0.0012 0.0010 0.0005 0.0134 0.0017 0.0057
2 1 0 0.0371 0.0006 0.0164 0.0218 0.0324 0.0508 0.0086
3 5 0 0.1292 0.0265 0.1258 0.0430 2.2625 0.5330 0.3970
4 10 0 0.1978 0.0762 0.1670 2.4600 1.4740 0.2630 0.4860
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En la Tabla 12 se observan las diferencias de concentracion de azlUcares en cada
uno de los tiempos estipulados en la experimentacion. Al analizar los resultados:

eDosificacidon 0.1%: en todos los tiempos hay produccion de azucares reductores
aumentando de manera exponencial a excepcion en el tiempo 8h en el cual se
observa un pequefio descenso en la produccion no siendo éste tan relevante debido
a la diferencia decimal tan pequefia.

La mayor produccion de azlcares se obtiene de 2h tal como se observa, debido a
que en 2h se tiene un incremento de 0.0012g/L de azlcares lo que es una
concentracion alta para este tiempo comparandolo con el tiempo de 34h con una
concentracion de tan solo 0.0017 g/L.

eDosificaciéon 1.0%: un aumento notorio en la produccién de azucares reductores
se observa a partir del tiempo 4h el cual sigue en ascenso siendo 0.0508g/L la
concentracion mas alta de azUcares en el tiempo de 34h.

eDosificacién 5.0%: se observa un aumento significativo en la produccion de
azucares reductores debido a la alta relacién empleada de enzima/sustrato, lo cual
ayuda a consumir mayor cantidad de sustrato disuelto en la solucion, siendo el
tiempo de 25h en el que se obtuvo una mayor produccién con un aumento del
2.2625¢g/L de azucares

eDosificacién 10.0%: al igual que en el caso anterior, se evidencia un aumento
significativo en la produccion de azucares teniendo como mayor aumento de
produccion del 2.4600g/L de éstos en el tiempo 8h.

Por lo tanto, en las distintas dosificaciones se obtuvo en cada una de ellas una
mayor concentracion de azucares reductores: dosificacion 0.1% del 0.0367gl/L,
dosificacion 1% del 0.1591g/L, dosificacion 5% 2.5870g/L y dosificacion 10%
2.9010g/L, siendo estas las mayores concentraciones respecto al aumento
significativo del tiempo.
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4. EVALUACION DE COSTOS DE LA PROPUESTA

Control Ambiental de Colombia Ltda mensualmente recibe alrededor de 20
toneladas de retal de papel moneda y billetes fuera de circulaciéon disponiendo en 3
pilas con capacidad cada una de 280-300 m3, dentro de las cuales el retal de papel
moneda y billetes son mezclados con otro tipo de desechos biol6gicos para
aumentar la velocidad de degradacion y posteriormente se procede con el proceso
de compostaje teniendo como paso final un proceso de cribado para separar el
material no degradado.

e Valor por disposicion del retal de papel moneda y billetes. El valor por
kilogramo del retal de papel moneda vy billetes fuera de circulacién que Control
Ambiental de Colombia Ltda cobra al Banco de la Republica es de $350 pesos,
siendo un estimado mensual de alrededor de $7.000.000 de pesos y anual de
84.000.000 de pesos.

e Gastos generados por el retal de papel moneda y billetes acumulado. Para
tener un panorama global de los costos que le genera la lenta degradacion del
retal de papel moneda y billetes a Control Ambiental de Colombia Ltda se debe
tener en cuenta: el terreno empleado para disponer de éste el cual podria ser
utilizado para la degradacion de otro residuo bioldgico que sea mucho mas rapido,
el salario del personal a cargo del proceso de compostaje, del valor de los servicios
publicos generados, del transporte empleado para llevar el retal de papel moneda
y billetes a Control Ambienta de Colombia Ltda.

¢ A cargo del proceso de compostaje se encuentran tres operarios cuyo salario es

de $800.000 mensual. A continuacion, se da a conocer el calculo de las
prestaciones de servicios:
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Tabla 13. Sueldo mensual y anual por operario.

Mensual Anual
Sueldo 800.000 9.600.000
Primas 800.000
Vacaciones 400.000
Prestaciones
de Servicio
Salud (8.5%) 68.000 816.000
Pension (4%) | 32.000 384.000
Caja de | 72.000 864.000
compensacion
(9%)
ARL (1%) 8.000 96.000
TOTAL 980.000 12.960.000

Por operario anualmente se Control Ambiental de Colombia Ltda gasta 12.960.000
multiplicado por los tres operarios que laboran serian un total de 38.880.000 pesos
anuales.

¢ El transporte por tonelada de retal de papel moneda y billetes genera un costo de
$70.000 por tonelada, que mensualmente seria un gasto de $1.000.000 de pesos
y anualmente de $ 16.800.000 de pesos.

e Porcentaje de gastos de arrendamiento es el espacio de bodega en la cual se
dispone el retal de papel moneda y billetes que no tiene lugar en planta cuyo valor
mensual es de $1.000.000 y un valor anual de 12.000.000 de pesos.

e Se generan unos imprevistos dentro de los cuales van incluidos los servicios que
acaparan el proceso para disponer del retal de papel moneda y billetes entre otros
factores que puedan llegar a ser relacionados teniendo un costo de $6.288.000 de
pesos anuales.

A continuacion, en las Tablas 14 y 15 se observan las actividades realizadas
experimentalmente en los laboratorios del Sena, junto con la cotizacién de cada una
de ellas generadas por el Centro de Gestion Industrial del Sena. Obteniendo un total
de $6°840.00 pesos necesarios para llevar a cabo la propuesta en el presente
proyecto de grado.
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Tabla 14. Costos dados durante el desarrollo de la propuesta.

Actividad Descripcion Cantidad Valor Valor
Unitario Total
Viajes realizados a Control Ambiental
de Colombia Ltda ubicada en
Facatativa 10 $9000 $90000
Transporte Laboratorio 10 $4000 $40000
Universidad 60 $4000 $240000
Compra Enzima  Multifect B para la 2L $60000 $120000
enzima experimentacion.
Laboratorio Herramientas, equipos, reactivos y | 3.5 meses $550000
alquiler para llevar a cabo la
experimentacion
$1°500000 | $5°250000
Mano de | El tiempo que el estudiante invirtié en
obra el desarrollo de la propuesta.
$6°290000

TOTAL

Tabla 15. Experimentaciones realizadas en el laboratorio del Sena, sede Gestion
Industrial.

Sesion Actividad Equipos analiticos Valor
1 Cuantificacion de

celulosa $100.000

2 Preparar Espectrofotbmetro $50.000
soluciones UV-Vis

3 Curva de Espectrofotometro $100.000
calibracion UV-Vis

4 Actividad Espectrofotometro $100.000
Enzimatica UV-Vis

5 Pretratamiento $100.000

6 Hidrolisis Espectrofotometro $100.000
Enzimatica UV-Vis

TOTAL $550.000
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Una vez obtenido el valor de disposicion del retal de papel moneda y billetes, los
gastos que éste genera durante el proceso de degradacién y el costo que se tuvo
para llevar a cabo la elaboracion del proyecto, se puede obtener una rentabilidad
siendo ésta:

Ecuacién 8. Rentabilidad

Rentabilidad: Valor disposicion — Gastos rpa — Costos lab

Donde:

Valor disposicién: Valor mensual el cual el Banco de la Republica paga a Control
Ambiental de Colombia Ltda por disponer del residuo.

Gastos rpa: Gastos generados mensualmente durante la degradacion del retal de
papel moneda y billetes

Costos lab: Costos generados durante la elaboracion del presente proyecto.

Rentabilidad: $84.000.000 — $73.968.000 — $6.840.000

Rentabilidad: $3.192.000

La rentabilidad como se puede observar es bastante baja para ser anualmente, lo
cual por el momento no genera pérdidas directas, pero si indirectas respecto al
tiempo de disposicion prolongado para la degradacién del retal de papel moneda y
billetes, cuyo espacio en planta puede ser sustituido por otro material que tenga un
tiempo de degradacién menor y genere una mayor rentabilidad.
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5. CONCLUSIONES

La cantidad de celulosa contenida en 1 g de retal de papel moneda y billetes
fuera de circulacién es del 72.035%, cuyo porcentaje es alto para ser convertido
en azucares reductores.

Una vez culminado el proceso de hidrolisis, y posterior a este, realizado el
método de cuantificacion de azlcares, las absorbancias arrojadas por el
espectrofotometro dan a conocer que si hay produccion de azlcares. A
continuacion, se dan a conocer las mayores concentraciones de azucares
obtenidos en el proceso de hidrolisis enzimaticas en las distintas dosificaciones
empleadas fueron de: dosificacion 0.1%: 0.0367g/L, dosificacion 1.0%:
0.1591g/L, dosificacién 5.0%: 2.5870g/L y dosificacion 10.0%: 2.9010g/L.

El pretratamiento empleado en el papel de retal moneda y billetes fuera de
circulacion se realiz6 con NaOH a una concentracién alta de 2N (debido a que
se desconoce el tipo y cantidad de encolante implementado en la elaboracién
del papel moneda) con el fin de poder extraer tintas vegetales, encolantes y
romper los enlaces de lignina y celulosa, dejando expuesta la celulosa para un
mejor ataque enzimatico.

La agitacién, aunque no se postuld6 como variable durante el proceso
experimental, durante el mismo se notd la influencia de ésta durante la
experimentacion. Esto se aprecid6 en los resultados obtenidos en la
determinacion de la actividad enzimatica a lo cual se debidé haber obtenido
valores directamente proporcionales en tan corto tiempo, cual no se evidencio.

Por medio de la hidrolisis enzimética del retal de papel moneda y billetes fuera
de circulacién es posible obtener azlcares empleando la enzima Multifect B
teniendo en cuenta las condiciones con la misma especificadas en la ficha
técnica.

El resultado obtenido en la determinacion de la actividad enzimatica fue lejano
al resultado esperado segun ficha técnica de la enzima Multifect B debido a la
constante agitacion durante la experimentacion no generando el mayor contacto
entre enzima y sustrato, debido a que éste quedaba en el fondo del vaso
precipitado.
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6. RECOMENDACIONES

En el acondicionamiento del retal de papel moneda y billetes se recomienda
hacer otras pruebas a temperatura y tiempos distintos a los empleados con el fin
de observar el comportamiento de la celulosa con respecto al NaOH. También
se recomienda probar otros métodos de pre tratamiento.

Para efectos y obtencion de resultados distintos se puede pensar en realizar un
disefio de experimentos en el cual los cuatro parametros que intervienen dentro
del proceso de hidrélisis enzimatica varien.

Si se empleara la misma enzima Multifect B, se recomienda tiempos de reaccion
mayores a 54h, con el fin de verificar hasta que tiempo trabaja la enzima y asi
encontrar el alcance maximo de ésta.

Con base a la recomendacion anterior, una vez se obtenga el tiempo maximo de
trabajo de la enzima Multifect B se recomienda analizar de forma detallada los
nuevos rangos de tiempos tomados, relacionandolos con la produccién de
azucares reductores generando una posible modificacion en la seleccion del
tiempo que haya tenido un mayor porcentaje en la produccion de azulcares
reductores.

Como se comprobd la obtencion de azlcares reductores a partir del retal de
papel moneda y billetes, se recomienda ampliar el alcance del proyecto, llevando
el proceso a un nivel méas alto realizando una fermentacion de los azlcares
reductores para generar asi la produccion de etanol.
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ANEXO A
RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE CENIZAS Y HUMEDAD

Resultados realizados por el método de gravimetria obtenidos por INSTITUTO DE
HIGIENE AMBIENTAL LTDA. A continuacion, se evidencian los resultados, dados
por CONTROL AMBIENTAL DE COLOMBIA LTDA en donde se visualizan los

porcentajes de humedad y cenizas.

Tabla 16. Resumen prueba TCLP comparacion con la
norma d residuos.

BT pruunT !l COMPATacIon Con i NeMma residucs provensentes de Ripio de billstes,
RESULTA TBLE
PARAMETRO | uNiDapEs | RETULIADO | PemesmlEens: | yerong anaLitico | cumpLe
Dz, AT4106
vall_a-a mg/L 011 | sindam Folom&tiico 5l
| Arséricg” g L 1 50 Ab hom de grafin ]
Barie” |mgiiL =5 T A7 lama - El
Cadmiz mg il 048 10 |AAllema | =
Cobira g /L 32 sindaty | Folomedria cuprizana &l
Croms Tall | mg/L <01 50 Folametia dlanlicarbazica | 51 |
Plata® mg/L =01 | B0 |AA Homo de grafiio ]
Beleni®  |maiL <1 10 A4 lama N
Mmgual mg L 0,66 __sindsla | AA lama 5l
rouns® mgil =0, 0005 0.2 A ganaradar |
o T e - _31_51_ de vapar fria :I
Manganeso mgiL z.10 5 dalo AA llama |
Floma mg il bo ] 5.0 Ad harma de prafilo 8l
|

Tabla 17. Resumen con clos contenidos de
contaminantes dado en base seca analizados en en

Ripio.
PARAMETRO UNIDADES RESULTADC | METODD ANALITICD
sH [ Liricuges S04 | Polenciémeto
Cianuros mg /g GH =i, Colarimétrica
Fancies mg ! Kg 1,83 Fetorittricn i
Hurriesdad |3 I 472 | Gevmelria
|Cenizas (% 47 Guenimelria
Arpénico* mg ! K <1,0 AA hoim de grafite:
Bario g { K | . =5 | A, Bama N
Capmin me] i Kg | 33,00 | Fotamairia Dizona
Cabre e ! Kg | 1445 | Fotomelra cuprizons _
Croma Total me [ g [ =n1 Falomeiria dianilzarbazida
Plata® g Ty =01 AA lBmE
Selenic’ mg | Kg g1 A& llama
Higued g [ g =27 Ad llama
Bercunic® _|mgikg =1 Ad Fame de grafiie
Zinc mg /Ky 334 |Zancen
Merganeso mp ! Kg 01 Ad llama
Pioma . mglky 518 Adhomadegrafe |
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ANEXO B
PROCESO DE ELABORACION DEL REACTIVO DNS

El procedimiento de elaboracion del reactivo DNS fue suministrado Centro de
Gestion Industrial Sena reflejado a continuacion.

El método consiste en una reaccion de 6xido-reduccion (redox) que ocurre entre el
DNS vy los azucares reductores presentes en la muestra, sin embargo, no es
recomendable utilizar este procedimiento cuando se trata de muestras
intensamente coloreadas como mieles y caldos de fermentacion, ya que estudios
realizados indican que este tipo de sustancias tienen altos niveles de dispersion en
la determinacion de azucares reductores.

La siguiente practica experimental se llevara a cabo con el fin de obtener datos con
mayor precision al emplear equipos instrumentales de analisis quimicos y comparar
estos resultados frente a los resultados obtenidos en las volumetrias por Fheling.

% Materiales

« Material volumétrico: balon aforado de 500 mL, pipetas aforadas de 5y 10 mL.

« Material de vidrio: vaso de precipitados de 50 mL, vaso de precipitados de 250 mL,
balén aforado 10mL, matraz Erlenmeyer de 100 mL, vidrio de reloj, agitador de
vidrio, pipetas de 1y 10 mL y tubos de ensayo.

« Otros materiales: espatula, pinza para tubos de ensayo.

% Instrumentos

« Balanza analitica, con precision de 0,0001 g.
« Plancha de calentamiento con agitacion.
« Espectrofotdmetro UV 1800 Shimadzu.

% Reactivos

 Glucosa grado analitico.
« Hidroxido de sodio _
e Tartrato de sodio-potasio

« Acido 3,5 dinitrosalicilico

« Acido clorhidrico concentrado
« Agua

<+ Elementos de Proteccion Personal (EPP) y dispositivos de seguridad

Para la realizacion de esta practica es necesario el uso de los siguientes EPP y
dispositivos de seguridad:
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« Cabina de extraccion.

« Fuente lava ojos.

« Gafas de seguridad.

« Guantes de nitrilo grueso y delgado.

< Condiciones de seguridad

« Use los EPP permanentemente mientras permanece dentro del laboratorio. No
se retire los EPP hasta que haya abandonado definitivamente el laboratorio.

« Manipulacion del hidréxido de sodio y acido clorhidrico.

= Sustancia muy corrosiva para los 0jos, la piel y el tracto respiratorio. Corrosivo por
ingestion. La inhalacion del aerosol puede originar edema pulmonar. Utilice los
EPP adecuados.

= NUNCA adicione agua sobre esta sustancia. Cuando se requiera disolver o diluir,
adicione el hidroxido de sodio lentamente sobre el agua, con agitacion constante.
Realice esta operaciéon dentro de la cabina de extraccion.

= Reacciona violentamente con &cidos en el caso del hidréxido y de manera
inversa en el caso del acido.

= Asignele un lugar en el laboratorio donde se encuentre separados uno del otro,
ademas de metales y materiales combustibles.

= Almacene en lugar seco y bien cerrado.

% Procedimiento

= Tratamiento del zumo:

» Teniendo en cuenta la tabla Bromatol6gica de cada materia prima, determine el
porcentaje de azucares totales y azlcares reductores por cada 100 gramos de
fruta.

* Si las muestras tienen fibras o se encuentra turbia, centrifugar cada una a 10000
rom por 10 min y el sobrenadante se trasvasa a un tubo nuevo.

% Inversién del zumo

e« Tome 1 mL de jugo filtrado y vierta en un Erlenmeyer de 100 mL.

« Adicione 5 mL de &cido clorhidrico (HCI) concentrado.
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« Lleve el Erlenmeyer a 65 °C en un bafio de agua por 10 min

« Pasado el tiempo de calentamiento, déjelo enfriar a temperatura ambiente y
neutralice con NaOH al 10%

« Enrase con agua destilada

< Preparacion de soluciones

« Prepare una solucién patrén de glucosa al 0,1 %p/v, 100mL.

« Prepare el reactivo del acido 3,5 dinitrosalicilico para 500 mL, teniendo en cuenta
los siguientes pasos:

* Pese 5 g de &cido 3,5 dinitrosalicilico, 150 g de tartrato de sodio-potasio y 8 g de
hidroxido de sodio.

* Disuelva el NaOH en 200 mL de agua y adicione en agitacion el tartrato de sodio-
potasio.

*« Complete con agua hasta 400 mL y adicione lentamente el acido 3.5
dinitrosalicilico.

* Déjelo en agitacidén y en calentamiento por 15 min.

* LIévelo a volumen y filtre si es necesario.

< Curva de calibracién y lecturas en la muestra

1. Calibre el espectrofotometro en “cero” (100% T y/o A = 0), teniendo en
cuenta que A = 540 nm y el blanco es agua destilada mas el reactivo DNS.

2. Para la curva de calibracion y andlisis del zumo tenga en cuenta el orden
gue se presenta en la siguiente tabla:
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Tabla 18. Volumenes implementados.

Solucion Blanco 1 2 3 | 4 5 M M
1 2

Vol. de solucion de glucosa

0,1% (mL) 0 1 2 3 4 5 0 0

Vol. de muestra 1 (mL) 0 0 0 0|0 0 5 5

Vol. de agua (mL) 10 9 8 7 | 6 5 5 5

Vol. Total (mL) 10 | 10| 10 | 10[10 | 10 | 10 | 10

% Desarrollo de la reacciéon del DNS

e Tomar 4 mL de cada patron y llevar a un tubo de ensayo.
¢ Adicionar 1 mL de la solucién de DNS a cada tubo de ensayo.

e Lleve los tubos a un bafio de agua a 100°C por 5 min y luego déjelo enfriar a

temperatura ambiente.

¢ Realice la lectura a 540 nm en el espectrofotometro UV 1800 Shimadzu.
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ANEXO C

FICHA TECNICA DE LA ENZIMA MULTIFECT B

Genencor Beta-Glucanase

DESCRIFTION

Multifect® B eneyme is a cellubsa/p-glucanase
complex derved from a selected strain of
frichodarma reesei. Typical application areas for
Multifect® B engyme inchide raw  material
processing, viscosity reduction and lermentation
media hydrolysis with plant-derived  cellulosic
substrates. The Mullifect® B enzyme is also
effective in pulp and paper applicaticns incheding
fiber modification. The modification of fibers by
the Multifect® B enzyme results in enhanced water
remayval from paper pulp processing. I relining
follows the treatment, increased fibrillation can be
chsarved dus to enhanced beatability/refining of
the fibers,

PERFORMANCE BEMEFITS
Thie Mubtifect® B enzyme offers the following
process banefits in pulp processing applications:
*  Enhances efficiency of water removal
{i.e. drainage of paper pulp finsh)
#  Reduces the energy requirement when
used for refining chermical fibsars
*  Improves ink removal while enbancing
brightness in the waste paper recycling
procass

*  Results in soltening of the fiber walls
through hydrolysis and increases

fibrillation
PRODUCT CHARACTERISTICS
Activity: 2,250 BGLLYmI {minimum{*)
Appearance:  Amber liquid
Grade: Food grade, Kosher
pH: 49-53

Specific Gravity: 1.2 - 1.3 g/mil

I'iTha ol Mulilect® | sroyme & sapieomd in bets-qhicmase wnits
ﬂ.l.'.llh‘[:'?\luln Thes IR Uit cpuaniiies this aciivitg ol Tlr:krihllh'
G- unde sy condiione. The sy method i ssalible spon moques
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—3- GENENCOR®

= A Danisco Division

pH DEPENDENCY

The pH range for the enzyme activity of
Multifect® B enzyme ks approximately 4.0 to 6.0,
with an optimum performance at pH 5.0, The
exact pH optimum will depend on process
variables, incheding temperatuse, time, substrate
concentration and substrate compaosition.

TEMPERATURE DEPENDENCY

The activity of Multifect® B enzyme is effective in
the temperature range of A0°C [105°F) to &0°C
{150°F), with an optimum performance at 50°C
{120°F). The exact temparature optimum will
depend on many process vanables, such as pH,
tirme, substrate concentration and substrate
composition.

BIOCHEMICAL PARAMETERS

Enzyme type:  Cellulase enzyme complex,
standardized on f-glecanass

LB 1214

APPLICATION RECOMMEMDATIONS
Multifect® B anzyme breaks down f-ghucans,
pentosans and related carbohydrates, Under raw
material processing conditions Multifect® B will
significantly reduce viscosity and improve
processing efficiency.

INACTIVATION

Multifect® B anzyme can be nacivated by
helding far 10 minutes at a temperature above
BE*C 185"

DOSAGE RECOMMENDATIONS

Irs raw material processing applications, a

typical Multifect® B ensyme dosage rate s 005 to
0.10%: weighLfweight substrate solids. In pulp and
paper applications a typical Multifect® B enayme
dosace rate of 0.5 to 2.0 kg per ton of pulp is
recommended a5 a starting point for determining
the optimum performance.



In Figure 1, removal of gel-like polysaccharides layer
could ba detected whan 2.2 kg of Multilec® B per
ton of pulp was used in the treatment of softwood
Kraft pulp fibers. Water rermoval was determined by
mieasuring the Shopper-Riegler Valus, which was
deaeasad from 2% 5K (reference sample) to 24 5R
for engyme treated samples.,

E i cnl o 5 dsm Fbors.
}? >§,ﬂ
B :"*‘ . %
i h 4
| Wy
¥

I A 1’
Eryrwe Trostod
In Figure 2, enzyme-treated and refined fibers show
a higher degrees of fibsillstion in ESEM microscopy

compared to untreated fibers, A dose of 1,32 kg

Multifect® B anzymaton of sohtwoed pulp was used
pricr to PR refining at 8,000 revalutions/minute.

/

Refurence Sample

Exayress truatud 59 Fulp.

[ —T
PACKAGING
Multifect® B i available in varicus standard package
sizes, plaase contact Genencor for datailed informa-
tion.

STORAGE STABILITY

Multifect® B ansyme will meet the declared
activity of 2,250 BGLLYmI upon arrival at the
customar’s plant.

Genencor enzymes can be safely stored in
unopenad and sealed original containers. Enzvme
containers should be stored below 20°C (70°F),
preferentially refrigerated and shelterad against
direct sunlight.

During storage, Multifect® B engyme will have an
activity loss at elevated temperaturas. For more
infarmation on the storage of this product, please
cantact Genancor,

WA, genencor.oom
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GENENCOR"

A Danisco Division

REGULATORY STATUS

This product mests or exceads the Jaint FACY
WHO Expert Committes on Food Additives
(JECFA) and the Food Chemicals Codex (FCC)
spacification for enzyme proparations used in
food and is GRAS (Generally Recognized As
Safi).

SAFETY & ENZYME HANDLING

Inhalaticn of ansyme dust and mists should ba
avoided, In case of contact with the skin or eyes,
promptly rinse with water for 3t least 15 minwtes,

For detailed handling information, please refer to
the appropriate Material Safety Data Sheet; the
Enzyme Technical Association (ETA) handbook,
Working Salely With Engymes; and the Association
of Manufacturers and Formulators of Enzyme
Products (Amfep) handbook, Guide to the Safe
Handling of Microbial Ensyme Preparations. All

are avallable from Genencos,

CONTACT INFORMATION
USA and Canada AzialPacific
Bochoster, New York pa
©+] B0 847 5311 © TReeT san
I +1 585 756 5095 | 465 6511 hadd
mmmiﬂhh sh FR. C|1
Leidan, The Netherands g
-+31 11 bbb 168 F%mmm
#3171 55846149 b, Inch

I i, Incliz
Latin Amurica ) i +31 22 3008 7131
Mmmhm%ﬂl‘hrﬂ | 91 22 3008 7150
#5111 4875
I +54 11 £575 9559
Sh0 Paulo, Bragil
154 11 45613 3800
45411 45121100
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ANEXO D
RESULTADOS - CURVA DE CALIBRACION

Standard Table Report M/ZANME  04:02:58 PM

File Name: 0:\Mis documentos\Juan PablotDNS PapeNDNS 8 MOV 20016.pho

Standard Curve:
12777 T T T T

05000

00000
1877 L L L .
00 01000 02000 0.2000 Du4000 Q5000
Canc. jmgiml)

¥ = 2 43EET x « (OS5I

Caorrelation Coefficient r2 = DESYET
Standard Tabie

Sample 1D Typs Ex Conc WLEA0.0 Wigl Facior Commanis.

1 1 Sig-Fepeat 00200 00045 1.0000

2 12 Sid-Hepeat 0.0200 00044 1.0000

E] 13 Sig-Fepeat 00200 00043 1.0000

[] [ Average 0.0200 00084 1.0000 | Awg of preceding 3 Samples
5§ 2 Sig-Fepeat 0u0=200 00087 1.0000

L 22 Sid-Hepeat 00400 00087 1.0000

T 23 Sid-Repeat 0.0400 a.oaaT 1.0000

B 2y Average: 0.0400 0.0oaT 1.0000 | Awy of preceding 3 Samples
9 3 Sid-Repeat 0. 1000 01582 1.0000

1 32 Sig-Repeat 0.1000 01582 1.0000

n 33 Sid-Repeat 0. 1000 01582 1.0000

12 3wy Average 0. 1000 0.1582 1.0000 | Asg of preceding 3 Samples
13 & Sid-Repeat 0.2000 03354 1.0000

14 82 Sig-Fepeat 02000 03354 1.0000

15 &3 Sid-Repeat 0.2000 03354 1.0000

15 Ay Average 02000 03354 1.0000 | Awy of preceding 3 Samples
7 5 Sid-Hepeat 0.3000 05414 1.0000

8 G2 Sid-Repeat 0.3000 05415 1.0000
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Standard Table Report

NIZAZME

04:0Z:58 FM

File Mame: D:\Mis documentos'Juan Pablo\DNS PapelhDNS B NOV 20016.pho

05000

12777

1.0000

Standard Gurse

05000

00000
ik Lrrd | 1 | L
00 0. 71000 02000 0. L4000
Conc. jmgiml)
W= ZA388T & - 0LOSEE]
Caorrelation Coefficient r2 = DLSG45T
Standard Table
Sampla I Type Cone WLSS0.0 | WgtFactor Commants.
18 5.3 Sid-Hepeat 0.3000 o541 1.0000
20 [ Average 0.3000 05415 10000 | Awg of preceding 3 Samphes
21 L] Sid-Hepeat 0.4000 [a k- 1.0000
22 G2 Sid-Repeat 0.4000 asss3 1.0000
23 653 Sid-Hepeat 0.4000 osss 1.0000
24 Gellig Average 0.5000 08853 1.0000 | iy of preceding 3 Samples
25 T Sid-Repeat 0.5000 1.1581 1.0000
25 T2 Sid-Hepeat 0. 5000 1.1580 1.0000
2T T3 Sid-Repeat 0.5000 1.1582 1.0000
28 Teboeg Average 0.5000 11581 10000 | Awg of preceding 3 Samphes
28
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ANEXO E '
RESULTADO DE ABSORBANCIAS — ACTIVIDAD ENZIMATICA

Sample Table Report M022016  06:45:05 FM

File Mame: DAMis documentosiJuan Pablo\DNS Papel\DNS 02 NOW 20016-1_pho

Sampile Graph
00458 T T T
Qo460 . e
L]
00480~ - =
B
g .
g o420t -
B
00400~ =
"
L |
00380+ L] -
gz L 1 !
4 o il 3 35
Sequence Mo
Zample Tade
Samipla 1D Typa Ex Conc WL540.0 Commants
1 K1 30 minuioss 1 LUnk-Repeal OLO00EY | Tl a 5mL
2 M1 30 minuioss 12 Unk-Repeat O.o0Ez
3 M1 20 minuioss 1-3 Unk-Repeat O.00ES
4 M1 20 minuioss 1-fvg fueerage 00350 0.0083 | Avg of preceding 2 Samples
5 M2 20 Minwios 1 Unk-Hepeat D.005E | imla SmL
[] M2 30 Minuios 132 Unic-Hepeal .00
T M2 30 Minuios 1-3 Unic-Hepeal .00
] M2 30 Minuios 1<fug Average 00384 00053 | Awg of preceding 3 Samples
] M3 20 Minwios 1 Unk-Repeat DLOA05E | Tmla S5mL
10 M3 20 Minwios 1-2 Unk-Hepeat D.0058
11 M3 20 Minwios 1-3 Unk-Repeat DLOA0S0
1z M3 20 Minlos 1-8ug Aerage 0.0380 0.0053 | Awg of preceding 2 Samples
13 M1 TE minuios Unic-Hepeal 0LOE13
14 M1 75 minuins-2 Unk-Riepeat oLoE10
15 M1 7% minuios-2 Unk-Repeat oLocaT
16 N1 T8 minuins-fusg Agerage Qoa4z 0010 | Awg of preceding 3 Samples
1T M2 75 minuins Unk-Repeat DLOESS
18 M2 TE minuios-2 Unk-Hepeat DLOESS
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Sample Table Report

22016 06:45:06 PM

File Name: D:\Wis documentosiJuan Pablo\DNS Papel\DNS 02 NOW 20018-1 pho

Sampile Graph
00455 T T T
o.o450{- u -
]
00480 " =
]
% .
g 004200 -
|
0000 = =
n
| |
[alan L E ] =
[alax b 1 1 L
& il il 0 35
Sequence Mo
Zample Tabie
Sampla 1D Type Ex Conc WLs40.0 Comments
18 M2 75 minuios-3 Unk-Repeat DLOESS
20 M2 75 minuios-fg Aueerage 00861 0.0255 | Awvg of preceding 3 Sampies
FY M3 7% minuios Unk-Fepeal poz1T
2 M3 75 minuins-2 Unk-Repeat ooz
23 M3 TE minrios-3 Unk-Repeal i sy
24 M3 TE minulos-fyg Aserage [ R 0.0219 | Awg of preceding 2 Samples
25 M1 120 minuios Unk-Fepeal 0.0155
25 M1 120 minulos-2 Unk-Repeal ooar
7 M1 120 minulos-3 Unk-Fepeal [TICH
28 M1 120 minulossfg Aserage 00&ar 0.0197 | Awg of preceding 3 Samples
28 M2 120 minuios Unk-Repeat ooTr
kT M2 120 minutos-2 Unk-Fepeal o7
k] M2 120 minuios-2 Unk-Repeal oe1Ta
ET] M2 120 minuios-Avg Auerage 00428 0.07178 | Avg of preceding 3 Samples
13 M3 120 minuics Unk-Repeal oo
34 M3 120 minuios-2 Uni-Hepeal [Rih e =]
a5 M3 120 minud ps-3 Unk-Repeat o4
3 M3 120 minuios-fg iwerage 00413 00144 | Mg of preceding 3 Samples
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ANEXO F
RESULTADO DE ABSORBANCIAS FINALIZADO EL PROCESO DE
HIDROLISIS (CUANTIFICAACION DE AZUCARES)

Fage g
Quantitative Measurement Report Pk Dol TUSSEOIE P50 B

Datazet:  D\Mis documentosiduan Pablo\DMS PapelfDNS B MOV 20016.pho

Standard Curse Softeare imomanon
12777 T T T T Softeare Mame:  UWProbe
Wersion: 243
Wiode: Mol Mode:
10000 [Diaka Information
Filename: DAMis. docurmeniost uan FabloiDNS
PapeDMS 8 NOW 2006 pha
Tt
. AnabysT
§ Dates Time: TN 22076 DE:20cES B
asona Gomments:
insTument information
nsrument Name: U 1B00-SEML
nsrument Type:  U'W-1800 Series
Miodel (5M): LN TBOD (A0 14551 50399}
L0000
D1STT (] 1 1 1
00200 09000 0.2000 0.3000 04000 0.5000
Cong. {mgimL)
y = 243807 x - 008583
Correlation Coeflicient r2 = 099457
Standard Table
Samiple D Typ= Ex Conc TWLESD.0 Wigt. Factor Comments
| 3 “ig-Hepeat 0. 1000 1582 1.0000
10 32 Lid-Hepeat 0. 1000 1582 1.0000
" 33 “id-Hepeat 0. 1000 1582 1.0000
12 Bsfing Average 0.1000 01582 1.0000 | fwy of preceding 3 Samples
13 4 Eld-Hepeat 0.2000 03354 1.0000
14 a2 “ig-Hepeat 0.2000 03354 1.0000
15 43 Lid-Hepeat 0.2000 0364 1.0000
15 dufing Average 0.2000 03354 1.0000 | dvg of preceding 3 Samples
Zample Table
Samiple 1D Ty pa Ex Conc WLS40.0 Comments
14 &2 Unk-Hepeal (il )|
15 a3 Unk-Fepeal (il s
15 Aafing Aderage o12m D.ZZ31 | Awg of preceding 3 Samples
17 5 Unk-FRepeal 00045 | Tiempa 14 H con dilucion 1/ 10
18 52 Unk-Hepeal DLD044
18 [X] Unk-Repeat 0.0043
20 Bedieg) Aderage 00374 D.0044 | Awg of preceding 3 Samples
21 L] Unk-Fepeal DLFS4E | Tiempa 1584 sin dluoon
22 B2 Unk-Repeal [l =20
23 53 Unk-Hepeal D43
24 ey Aerage 01974 D.¥345 | Awg of preceding 3 Samples
25 T Unk-Fepeat 00024 | Tiempa 184 con dilucion 1010
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Quantitative Measurement Report

PEQE 34 10

Fnnt Date: 1172372076  04:07:20 FM

Data set

12777 -

Standard Curse

1.0000

05000

DMz documentosiJuan Pablo\DMS PapelDMNS 8 NOW 20016 pho

Saofteans romation

Saottwane Name:

Wiersior:
Slode:

U Frobe:
243
HNommal Mode

Data Infoematian

Fllename:

Ttk

st
DatesTime:
Comments:

DMis documeniostuan PabloiDRS
Papel#5 B HOW 2001 6.pho

TN 22005 DS I0c8E Fi

insrument Information
insrument MName: U 1800-SENS
insrument Type:  UV-1800 Seres

Miodel {5 L1800 A1 14551 50368}
00000
L1577 i 1 1 1
00200 OU1000 0.2000 0.3000 0.4000i 0.5000i
Conc. {mgimL)

y= ZARBET x .« QOBSEY

Caorrelation Goefficient rZ = 0.SS45T
‘Standard Table

Sampie ID Type Ex Conc WLES0.0 | WglFactor Comments

17 5 Sid-Repeat 0.3000 05414 1.0000

18 52 S-Repeat 0.3000 05416 1.0000

18 53 Sid-Repeat 0.3000 05418 1.0000

20 B-fig Average 0.3000 5415 1.0000 | Ay of preceding 3 Sampiles.
1l [ Sii-Aepeat 0.2000 08895 1.0000

FF] [ Sti-Repeat 0.2000 TLE] 1.0000

23 53 Etd-Hepeat 0.2000 0ssm 1.0000

24 By Average 0.4000 0B8E3 1.0000 | Awy of preceding 3 Sampiles
Sample Table

Samplo 1D Typa Ex Conc WLSL0.0 Commeants

20 T2 Unk-Fepeat DUDOZS

27 T3 Unk-Repeal DLD02S

28 Tediag Aderage 00365 DUDO25 | Awg of preceding 3 Samples
28 B Unk-Repeal D215 | Tiempa 2804

a0 B2 Unk-Hepeal ozET

ET] B2 Unk-Repeat ]

EH] By Average 01228 DZ1ZT | Awg of preceding 3 Samples
33 g Unk-Fepeat =0.0030 | Tiempo 384 diluido 110
32 892 Unk-Fepeat <0003

a5 53 Unk-Reseat -0.0020

% Giig Average 00328 -0.0020 | Avg of preceding 3 Sampies
i 10 Unk-Repeal =0.0058 | Tiempa OH 101
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Fage 4117

Quantitative Measurement Report Pt Dot 1235018 040720 P

Data sett  D:\Mis documentosiJuan Pablo\DMNS PapelDNS 8 NOV 20016 pho

Standard Curee Softeare Information
12777 7 T T T Eoftears Mame: UV Probe
Vs 243
Mode: Mol Mode

Data Information
Filename: DiMis documentastuan Pablo\DRS
Eapen[nS B NOW 2001 6.pha
Tilhes
st
DateTime: T 22006 083055 P
ausa0n Gomments:
insrument Information
insrument Mame: LN 1800=SEMA
insrument Type:  UN-1800 Series

Miodel {SM): L1800 4114551 50385}
00000
OUETT ] ] 1 1
00200 D000 02000 0.3000 02000 0.5000
Conc. {mgiml)

Y= ZAZ8ET x - 00B5SED

Carrelation Coefficient r2 = 0854587
‘Standard Table

Sample I0 Type Ex Canc WLE40.0 | WgtFactor Comments

25 T Sio-Hepeat 0.5000 11581 1.0000

20 T2 Sid-Aepeat 0.5000 1.1580 1.0000

27 T3 Slo-Hepeat 0.5000 1.1582 1.0000

28 Tuag Average 0.5000 11581 1.0000 | fveg of preceding 3 Samples
29
fSampls Tabis

Sample 10 Ty pa Ex Conc WLSL0.0 Commesnts

38 102 Unk-Repeal =0L00ES

39 102 Unk:-Repeat <0.00GE

40 10=Rg Awerage 0.0328 <0LDDER | Awg of preceding 3 Samples
41 1" Unk-Hepeal =DLDOES | Thermpa OH 51

a2 112 Unk:Repeat <0006

43 113 Unk-Repeal =0.00E5

44 11-hug Moerage 00333 -0.00E5 | Avg of preceding 3 Sampies
a5 12 Unk:Repeat <0000 | Tiempa OH 1§

a5 12-2 Unk-Repeal =0.0002

47 123 Unk-Hepeal =0L000E

a8 12« Aderage 00355 «0.000Z | Awg of preceding 3 Sampies
48 136 Unk-Repeal =0.0032 | Tiermga OH § 10
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Fage 5117
Quantitative Measurement Report Print Date: 1232096 04:07:20 P

Dataset:  D'\Mis documentosiJuan Pablo\DMNS PapelDNS 8 MOV 20016.pho

Standard Curve Saftware infommation
12777 T T T T Softears Name:  UVFrobe
VeI 243
Mode: Mol Mode:

Data Infcemation

Filename: D¥Mis diocumemtastluan PabiolDnS
Pape\DMS 8 MOV 2001 E6.pha

Titke

Anabyst

DiateTime: T 202006 DE:0cES Fi

asang Comments:

nsTrument Information

nsTument Mame: LN 1B00=SEMA

insrument Type:  UV-1800 Series

Kiodel {5MN): L1800 (4114551 50399}
00000
LETT 1 1 | |
00200 0.1000 10.2000 0.3000 04000 0.5000
Conc. {mgiml )

y = 243887 x - 008553
Carrelation Coefficient r2 = D.SS4E87
Sample Table

Samplo 10 Typa Ex Conc WLSL0.0 Comimeaits
50 1362 Unk-Repeat =0.00az
51 1363 Unk-Hepeal =0L0032
62 1 3=dley Awerage 0.0343 =0.003Z | Awg of preceding 3 Samples
53 14 Unk-Repeat 0UFSSS | Teermpo 1 H T 10 (10-11)
54 142 Unk-Repeal OUIasS
55 143 Unk-Repeal D_¥a5S
54 1daig Aderage 0.1878 0U¥355 | Avg of preceding 3 Samples
5T 15 Unk-Hepeal D228 | Tiempa 1TH T 5 [10-11)
54 1562 Unk-Repeal DLsEd
59 153 Unk-Repeat 0LZ2Ed
&0 15-Ang Aeerage o128z 02283 | Avg of preceding 3 Samples
[ 15 Unk-Repeat D.0G37 | Tiempa 1H 1 1(10-17)
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Quantitative Measurement Report

FAQE I 1/
Print Cate: 1172372016 040720 PM

Data set:

12777 -

Standard Curve

05000

DAMis documentosiJuan Pablo\DMS PapelDNS 8 MOV 20016 pho

Eaofteare infommation

Softwars Mame:  UNProbe
WSk 243
Mpde: Mol Mode:

Data Infcemation

Filename: DM documeos) uan FabloiDnSs
Fapeh DS 8 NOW 20006.pha

Tiihe

Anzyst

DaterTime: TN 2020046 DEA0: 55 Pl

Gomments:

ImsTument Informabion
insrument Mame: U 1800-SEMA
insrument Type:  UN-1B00 Series

Miodel (SN L1800 4114551 50386)
100000
LL16TT L 1 1 1
00200 0.7000 0.2000 0.3000 04000 0.5000
Cono. {mgimi]
v = 243887 x. (LOBEEY
Caorrelation Coefficient r2 = D.SS45T
Sample Tabie
Sample 10 Typa Ex Conc WLS40.0 Comments
&2 162 Unk-Repeal DUOOET
63 1653 Unk-Repeai OumIET
54 by Awerage 0.03n 0LOO3T | Avg of preceding 3 Samples
65 17 Unk:-Repeat <0.000Z | Tiempa 1H 7 0.1 (10=11)
66 172 Unk-Repeai «[0.0002
&7 173 Unk-Repeat «0.0003
58 1T=huy Aserage 00355 <0.0002 | Awg of preceding 3 Sampies
&3 18 Unk-Repeal OUSENS | Thempa ZH 7 10 (10-11)
70 18-2 Unk-Rezeat D.EE1L
ey 183 Unk-Repeal DUSE13
T2 1Ay Awerage a.z7a0 05814 | Avg of preceding 3 Samples
73 [T} Unk-Rezeat 02930 | Tiempa 24 J 5 (10-11)
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Quantitative Measurement Report

Page 7717
Print Date: 117232016 04:07:20 PM

Data zet  D'\Mis documentosiJuan Pablo\DMNS PapelDNS 8 NOV 20016.pho
Standard Curce Saotteane imomation
12717 T T T T Softears Mame:  UVFrobe
Wersion 243
Mode: NMomral Mode:
1.0000 Data informatian
Fllename: D:iMis documemiostuan FabloiORS
PapefDME B NOV 2001E.pha
Titke:
oo
§ DateTime: 11N 22006 DE30:55 PR
ausa0g Comments:
insFrument Information
instrument Mame: LUV 1800-SEMNM,
insrument Type:  UV-1B00 Series
Miodel (SN L1800 (A1 14551 50385}
00000
LU15TT ] ] 1 ]
00200 0U1000 02000 0.3000 0.4000i 0.5000i
Conc. {mgiml)
= 2ABBET x - 0OSSEY
Correlation Goefficient r2 = DLES4ET
Sample Table
Sample 10 Ty pa Ex Conc WILS40.0 Commesnts
T4 182 Unk-Repeal 02930
3 18- Unk-Fepeal [ ]
T T Awerage 0.1657 02930 | Awg of preceding 3 Samples
by 20 Unk-Repeat 0UDDSD | Thermpao ZH 7 1 {10=101)
7B 202 Unk-Repeat 0UD051
T8 20-3 Unk-Repeal U005
B0 20-Aug Aserage FLEEH 00051 [ Awg of preceding 3 Samples
B1 21 UnkHepeal 00028 | Tiermpa 2H 1.1 (10:11)
g2 212 Unk-Repeat 0UD0zE
83 212 Unk-Repeal DLD0zE
B4 21=buy Awerage [LEE 00028 | Avg of preceding 3 Samples
85 22 Unk-Repeal 0U9BEE | Tiermpa 4H 1 10
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Quantitative Measurement Report

wage B 15
Fnnl Date: 117232016 040720 FM

Dataset:  D\Mis documentos'Juan Pablo\DNS PapelDNS 8 NOV 20016.pho

Standard Curee
12777 T T T T

10000

050040

00000
L15TT 1 L | |
00200 0030 02000 03000 04000 05000

Conc. {mgimL)
W= ZA38ET ¥« 005553
Carrelation Coefficient r2 = D.SS4ET

Sotteane inommation
Softeare Mame:  UWProbe

Wersion
Mode:

243
Normal Mode

Data Infoemation

Fllename:

Title:
Analyss
Dated Time:
Gomments:

DAMis. documemiostduan PablioDns
PapelDHS B MY 2001 6.pha

1122016 DE:20EE P

insrument Infcrmalion

Insrument Name: LW 1800-SERA
insrument Type:  UNW-1B00 Series

Moded {5MN): L1800 (A1 14551 50399}

Sampie Table
Samplo 1D Ty pa Ex Caonc WIL540.0 Commesnis
Bi 222 Unk-Repeal CLsEET
BT 223 Unk-Repeal el ]
L] 22=huy Average 04410 0_S8ET | Awg of preceding 3 Samples
BY 23 Unk-Repeat DL5SET | Tiempa 4H 1 6
50 232 Unk-Repeal el =]
EL 233 Unk-Hepeal e ]
82 230wy Aqerage 02815 0S9ET | Awg of preceding 3 Samples
853 24 Unk-Hepeal DUDE50 | Thempo 44 71
B4 242 Unk-Repeal QU050
85 243 Unk-Repeal QU050
T 2480 Average 00541 00450 | Avg of preceding 2 Samples
g7 25 Unk-Repeal CUD05] | Tiempao 44 7001
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Fage vl 1/
Quantitative Measurement Report Prt Date: 1232015 04:07:20 FM

Dataset  D:\Mis documentosiJuan Pablo\DNS PapelDNS 8 NOV 20016 pho

Standard Curee Softeans infommation
12777 T T T T Software Name:  LUWFrobe
Version 243
Mnde: Momal Mode

Daky Infoematian
Filename: O:Mis documemostduan PabiniDns
PapehDMS 8 NOY 2001E.pho

Analy
DatesTime: 111 202006 053066 FM
05000

insFument Infcrmation
insument Mame: UV 1B800-SEMA
insrument Type:  LI.1B00 Series

Model {5M): L1800 (4114551 50399}
L3000
D 18TT [ i i 1
00200 DU1030 02000 0.3000 04000 0.5000
Cone. {mgitmL)
W= ZAT8ET x - 005553
Carrelation Coefficient r2 = 0504587
‘Sample Table
Samipla 10 Typa Ex Conc WLE0.0 Commesnts
58 202 Unk-Hepeal L0051
g8 203 Unk-Hepeal L0050
100 25y Average aarr 0.0050 | Ay of preceding 2 Samples
1 25 Unk-Hepeal 02097 | Tiempsa 4TH
o2 202 Unk-Hepeal DT
LEN =] Unk-Repeal 02097
104 26-1up Average o121s 02097 | Awg of preceding 2 Samples
105 27 Unk-Hepeal 0LOD1T | TiempD 47TH diluido 17110
104 272 Unk-Hepeal ooy
wr 273 Unk-Hepeal 0LOD1S
T EET Awerage 00363 00017 [ Awg of preceding 3 Samples
109 28 Unk-Hepeal USR03 | Tiempso 84 1 10 (S00ul}
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Quantitative Measurement Report

Page 10/ 17
Print Date: 117232016 04:07:20 PM

Data set:

1277 T

Standard Curve

05000

00000

L1577 L

00200 D.1000

W= ZAZBET x - 0LOB5SE]

Carrelation Coefficient r2 = DLSS458T

02000 0.5000

DMz documentos\Juan Pablo\DMS PapelDMNS 8 NOW 20016.pho

Saofteane Imfomation
Eofteare Mame:  UvProke

Wersion:
Klode:

243
mommral Mode:

Data Informatian

Filename:

Tithes
Analyst:
DateiTime:
Comments:

DiMis documentastuan Pablo\ORS
PapefDME B NOW 2001 6.pha

T 22016 DE30:55 PR

InsTrument Infcrmation
Insrument Mame: LN 1B00-SEMA

Insrument 1

vper  UN=1B00 Series

Mtodel {5MN): L1800 (A1 14551 50399}

Sampie Taie
Sampla 1D Typa Conc WLS40.0 Comments
110 28-2 Unk-Repeal ouszaT
m 28-3 Unk-Repeal ouszaT
12 2800y Awerage 02801 DLUEZ08 | Awg of preceding 3 Samples
113 29 Unk-Fepeal DLTO4S | Tiempo 84 1 5
114 282 Unk-Repeal DLTO4S
115 283 Unk-Repeal DLTO4
116 28y Agerage 03245 DLT045 | Awg of preceding 3 Samples
nr 30 Unk-Fepeat DUOSE? | Tiempao 84 51
118 -z Unk-Repeal [l = )
118 303 Unk-Hepeal DUoEEd
120 by Awerage 00758 DUOSE? | Awg of preceding 3 Sampies
121 ED Unk-Fepeat DLO0EE | Tiempo 84 0.1
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Fage 11117
Quantitative Measurement Report Print Date: 1M/ZIZ0M6 040720 P

Dataset  D’Mis documentos'Juan Pablo\DNS PapelDNS 8 NOV 20016 pho

Standard Curve Softeane information
12777 T T T T Softwane Name:  UVFrobe
Version: 243
Mpde: Hommial Mode:

[Filenarme: DAMis documentastluan PabliniDrg
PapefDMS B HOW 20006 pha

analy

DateiTime: TIMN2R01E DE20EE P
0.5000
insFument Information

insrument Mame: LUV 1B00-SEMNA
insrument Type:  UNV-1800 Series

Mindel (SN L1800 (A7 14551 503855)
QL0000
LIETT 1 | 1 |
00200 D.9000 02000 0.3000 02000 0.5000
Conc. {mgimL)
¥= ZARBAT ¥ - 0LOSEED
Carrelation Coeffickent r2 = QLSS4T
Sampile Table
Samplo 1D Type Ex Caonc WLSL0.0 Commants
122 32 Unk-Repeal DUd0EE
123 313 Unk-Ripeal DUD0E3
124 =g Aerage 0.03a2 DUD0EZ | Awg of preceding 3 Samples
125 3z Unk-Repeai 05307 | Thermpao S5H
126 322 Unk-Ripeal D905
27 323 Unk-Repeal DZaay
128 20 Aserage 0.1548 07807 | Avg of preceding 3 Samples
129 33 Unk-Repeai =0.000S | Tiermpao 55 H diido 110
130 33.2 Unk-Repeat <0000
131 333 Unk-Hepeal =0L000=
132 A3l Agerage 00354 «0.0004. | Awg of preceding 3 Samples
133 |34 Unk-Fepeal 0USB01 | Thermpo 25 H 1 10 (S00uL}
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Page 12/ 17
Quantitative Measurement Report Prict Dot TAZSEH01E AT Bl

Data sat: Dbdiz documentosiJuan Pablo\DMS PapelDMNE B MOV 20016 pho

Standard Curse Satteans infomation
12777 T T T T Softear: Mame:  UVProbe
WErSKET 243
Klode: Mol Mode
10000 Data infoemation
Filename: D:\Mis. documemost uan PabiolDnS
PapeDMS 8 HOY 2006.pha
Tk
. Anahyss
§ Dt Tirme: 1112020706 DE20ES P
ausa0g Commens:
nsTument Information
nsrument Mame: LV 1B00=SE A&
insrument Type:  UVS1B00 Series
Miodel {SM): L 1B00 (a1 14551 50399}
00000
LLASTT 1 1 1 1
00200 09000 0.2000 0.3000 0.5000 0.5000
Canc. {mgimL)
¥= ZATEET 1 - (L0S5EY
Carrelation Coeffickent r2 = DLSS4ET
Sample Table
Samypla 1D Typa Ex Conc WL540.0 Commesnts
134 34.2 Unk-Repeal DLEEE04
135 343 Unk-Hepeal DLz
136 3a-fug Aserage 04375 0.2803 | Awg of preceding 2 Samples
137  |[as UnksRepeal 12084 | Tiempo 25 H 1 6
138 A5:2 Unk-Repeal 122085
138 [a5a UnksRepeat 12085
140 A5-huy Aerage o531 13085 | Awg of preceding 3 Samples
141 5 Unk-Hepeal DLITTY | Tiempo 25 H T 1
142 352 Unk-Hepeal oaTr2
143 353 Unk-Hepeal LTz
184 | 3G-hup Acerage 01083 D.1772 | Awg of preceding 2 Sampies
TIES UnksRepeal 0LO3E0 | Tiempa 25 H 1 0.1
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Page 13417
Quantitative Measurement Report Privt Diobe: 1WESIDMG (40720 P

Data zett  D:Mis documentosiluan Pablo\DNS PapelfDNS 8 NOV 20016 pho

Standard Curee Eaofteans infomation
12777 1 T T T ‘Saoftwane Mame:  UWProbe
WErSiET 43
Mode: Hormal Mode

Data Informaticn

Filename: DM, documemasiuan PabiolONS
PapehD®S B MO 2001 E.pha

Tl

Analys:

DatedTme: 112206 DEXES P

ausa0a Comments:

insrument Informabion

nsirument Mame: LW 1B00-SEMNA

insyrument Type:  LW-1B00 Series

todel {SM): L1800 (A1 14551 50359}
03000
LUISTT ] 1 ] 1
00200 QU000 0.2000 0.3000 D.2000 0.5000
Conc. jmgimd )

¥= 243887 x - QLOSSEY

Caorrelation Coeffickent r2 = DLES4ET
fampis |abie

Sampla 10 Typa Ex Conc WILS40.0 Commesnis

146 a7z Unk-Repeal OuFad

1a7 a7 Unk-Repeat OLO¥E0

128 ITahug Aserage 00516 0LO¥a0 | Awg of preceding 3 Samples
148 38 Unk-Repeal DU | Thermpa 25 H I'5 (S00ul )
150 87 Unk-Repeat [T

151 383 Unk-Repeat [T

162 [ 38-iwg Aerage 02587 D544 | Avg of preceding 2 Samples
153 EL] Unk-Repeal DL4TEE | Tiermpa 34 H 10 (250ul)
154 352 Unk-Hepeal DL4TEE

1565 353 Unk-Fepeal DudTET

156 Mg Aderage 0z3g 04788 | Awg of preceding 3 Samples
157 |a0 Unk-Fepeal DUET4Z | Tiempa 34 H 1 5 (S00uL)
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Quantitative Measurement Report

FagE 141 17
Frnt Date: 11232016  4:07:20 FM

Dataset  D'Mis documentosiduan Pablo\DNS PapelDNS 8 MOV 20016 pho

Standard Curee

12777 -

05000

Softeane Imfomation
Softeare Mame:  UWProbe

Wersiorn
Mpde:

243
mormrial Mode:

Data Infoemation

[Filename:

DiMis. diocumesmtastluan PabioDns
PapeDMS 8 MOV 2001E.pha

111202016 DS ES PR

insFument Information
insrument Mame: LU 1800-SEMA
insrument Type:  UW-1B00 Series

Miodel {5 L1800 4114551 50359y
03000
LUISTT 1 1 |
00200 0000 0.2000 0.3000 0.5000
Conc. {mgfml)
¥ = ZA38ET w .« 0LOS5E]
Caorrelation Coeffickent r2 = 0.SS45T
Sample Tabie
Sample 10 Typa Cionc WLEL0.0 Commesnts
158 02 Unk-R=peal DET4Z
159 A3 Unk-Hepeal DUET40
160 | a0-bwyg Average 03120 DUET41 | Awg of preceding 3 Samples
451 a1 Unk-Repeal 0U3NZ | Tiempo 34 HI 1
1562 a1z Unk-Rizpeal 03013
53 413 Unk-R=peal 03013
164 |at-tup Acerage 01581 03013 | Avg of preceding 2 Sampies
1565 42 Unk-Repeal DUD4EE | Tiempo 34 HI0
] 22 Unk-Repeal D04
6T |42 Unk-Fizpeat [YiTes]
168 | 42-twp Acerage 00533 D0.043Z | Avg of preceding 2 Sampies
168 43 Unk-Hepeal DUS3ES | Tiempa 54 H 7 1002502ul)

111




Quantitative Measurement Report

VAgQE 1571 1/
Frnt Date: 1172372016 040720 PM

Data set:

12777 -

Standard Curse

05000

D:\Mis documentos\Juan Pablo'\DNS PapelDNS 8 NOW 20016.pho

Softeane Imlomation

Softeare Mame:  UVProbe
Wersiom 243

Mode: Mommal Mode

Data Infoemation

Filename: DMis documentos’d uan FabiolDRS
PapeDMS B HNOW 20016.pha

Tilhes

Analyss

DatedTime: TN 22006 DE: 2055 Pl

Gomments:

insrument Information
insrument Mame: U 1800SR
insrument Type:  UN=1800 Series

Model {5M): L1800 (A1 14551 50384)
00000
LL1STF 1 | | 1
00200 0.1000 0.2000 0.3000 0.4000 0.5000
Conc. {mgiml )

v = ZANBET x .« QOBSEY

Caorrelation Coeflicient r2 = D.SS457
Sample Table

Sampio 10 Typa Ex Conc WLSL0.0 Commesnts

170 Lk g Unk-Repeal 0U5381

m 33 Unk-Repeal DUS3ED

172 | &3-dwyg Aerage 02562 DUS381 | Awg of preceding 3 Samples
173 a4 Unk-Repeal DLTTID | Tiempa 54 H 15 (S00ul}
174 47 Unk-Repeal oLTroa

178 243 Unk-Repeal LTI

176 | ddsiwg Average [ELTH DLT710 | Awg of preceding 3 Samples
177 a5 Unk-Repeal DLZB0F | Tempo SEH T

178 | 462 Unk-Fepeal [

18 a53 Unk-Repeal D800

180 | &5-fwg Average 01505 02801 | Avg of preceding 3 Sampies
181 a6 Unk-Repeat 00530 | Tiempa 54 H 0.1
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Page 164 17

Quantitative Measurement Report Privt Date: 1010 40720 P

Dataset  D\Mis documentosiduan Pablo\DNS PapelDNS 8 NOV 20016 pho

Standard Curee Saofteare imfomation
12777 T T T T Softwane Mame:  LUvProbe
Wiersion 243
Mode: Momral Mode:

Data Infoemation

Filename: DMis documemtosuan PabiolONS
Papeh DS 8 HOY 200ME.pha

Title:

Analyss

DatedTime: TIM 22006 DS 30cES P

aso0n Comments:

InsFument Information

insTument Mame: LUV 1800<SEMA,

insrument Type: UV-1B00 Series

Miodel {SH): L 1A00 (A1 14551 50385)
0.0000
01577 L ! ! 1
00200 0U1000 0.2000 0.3000 0.2000 0.5000
Cone. {mgimL)
W= Z4BEET ¥« 00B5E3
Correlation Coefficient r2 = 088457
Sample Tabke
Samipla 10 Typa Ex Cane WLS0.0 Commesnts
182 a2 Unk-Repeal D050
183 453 Unk-Hepeal Lasa
184 | ab=twg Aserage 00558 0LO5E0 | Awg of preceding 3 Samples
185
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Quantitative Measurement Report Priet Dete: 232018

FAOE 101 18
04:07:20 FM

Data sett  D:\Mis documentosiJuan Pablo\DMNS PapelhDNS 8 NOV 20016 pho

[Waselenigths]

‘Wavelsngih Hame WLEAD.D
Viavelength: 550,00 nm

|Calisratian Curez]

Column for Cal. Curve: WLE4nD

Cal. Curve Type: Mulil Point

Cal. Curve Unit: mgimL

SElscted WWarselengthc WLEDD

Calibration Equation: Ak = K17 Conc) + KO
Zern Intercepion: Hot Selecied

|Measurement Farameters{Standandl

Data Acquired by: 1

Delay sample read: Cisabled

Hepeat Enablbed
Hepestions: 3

|Measurement Parameters{Samplel

Data Acguined by InsFument

Delay sample read: Cisabled

Repeat Enabisd
Hepeations: .|

|Equatians]

|Pass Faid}

Ir'*::imﬂ Summary]

I.'IHE‘l'II'rE TOARIZME 05402T PM

Comments:

Sampile Freparations

|In=irumeeni Froperies]

Insrumens Type: L1800 Series

Meazunng Mode: Armorbance

5SH Width: 1.0nm

Light Scurce Change Wavelengst 340.0 nm

5/H Enchange: Normmal

|ttachment Properties]

Atlachment: None:
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AUTORIZACION PARA PUBLICACION EN EL REPOSITORIO DIGITAL INSTITUCIONAL
LUMIERES

Yo JEMMIFER TATIAMA LEYTOMN PEREZ on calidad do teslar do la cbra PROPUESTA DE DEGRADACION DEL RETAL
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can i3 normaividad wigenbe sobée Serechos de subor ¥ demechos conens (Ley 23 de 1982, Ley 44 de 1250 Daclsidn
Andina 351 de 1923, entre ofres)

i respecio comD Aufor manidesio conocar qua;
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Repesitorio Dighal nsfucionil - Lumienes de i Fundatihn Unversided Amenca

La sutorizacien de publicacian comprende sl formalo original de |a obra v i0os 108 DBMES GUS 58 1SQUISTE, AP 5
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Frenle a cuagiges recamacidn por woens el o b asores serdn los responsabies. Enmoningdn caso la
rasponsabikdad sonh s da por la Fundatain Urniveridad 9 Amenca

ot la aulorizandn, & Uiniversidad pueds ciundr [ obraen indi2es, buscadomss y orns SEemas o8 nlomrasin que
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115



@ . { EUNDACESY UNWVERSIDAD DF AMERICA |Codige: |

PROCES0: GESTION DE BIBLIOTECA Varshbn 0
mﬁuum Autorizacion para Publicacian en el Reposiorio Digital

institscional = Lumisnes o - 20

.lbildl.-mmu‘:ﬁl-!hhhiruﬂﬂlhdﬂ‘hl Mr-nu-mrmlmmmm |: |
dErYaCES, CIN MConoCimen Gl Ao

.I.HI:H- numhﬁmﬂum md:wﬂ:hm:nhnmm . |
TS gal Ay,

] Atribacion - no comercial - comparte igual- perTile darDell, Mol cear alris
Sarivadas, mn fings eooRimions, Bempne § oumn 0o @6 oiras defvadas et Fooads da la |:
FaaFua i

Lieensias sersietss i Ve tepllrstammen i Tnege 13

Siemipre v cuando se haga alusién de alguna parte o nota del trabajo, se debe temer s cusnta la corespondianta
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