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GLOSARIO

ANALISIS ANOVA: “es un método flexible que permite construir modelos
estadisticos para el andlisis de los datos experimentales cuyo valor ha sido
constatado en muy diversas circunstancias. Basicamente es un procedimiento que
permite dividir la varianza de la variable dependiente en dos o0 mas componentes,
cada uno de los cuales puede ser atribuido a una fuente (variable o factor)
identificable™

ANANAS COMOSUS: comunmente conocida como pifia, “pertenece a la familia
Bromeliaceae, al género Ananas. Originaria de América, exactamente de América
del Sur™. “Es una planta perenne con una roseta de hojas puntiagudas de hasta
90cm de longitud. Del centro de la roseta surge un vastago e cuyo extremo se
producen flores™.

CURVA DE CALIBRACION: “es la representacion grafica de una sefial que se mide
en funcién de la concentracion de un analito. La calibracion incluye la seleccion de
un modelo para estimar los parametros que permitan determinar la linealidad de esa
curva. y, en consecuencia, la capacidad de un método analitico para obtener
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion de un
compuesto en una muestra, dentro de un determinado intervalo de trabajo™

ENZIMAS XILANASAS: enzima degradadora de la hemicelulosa, especificamente
xilanos. Se componen de dos grupos de enzimas: endo-1,4-B-D-xilanasas, la cual
actla sobre la cadena de xilanos al azar y 1,4-B-D-xilosidasas actia sobre los
xilooligosacaridos®.

HEMICELULOSA: polisacarido no celulésico, que aparecen en las paredes
celulares, estd compuesta por cadenas largas con gran variedad de hexosas,
pentosas y en la mayoria de los casos, de acidos uronicos®.Se encuentran en frutas,

1 TAMAYO, Ignacio. Andlisis de varianza con spss 8.0: modelo de ANOVA. Disponible en:
http://www.ugr.es/~imartin/TEMA5_ANOVA.pdf

2 INSTITUTO INTERAMERICANO DE COOPERACION PARA LA AGRICULTURA. IICA. La pifia. Guia técnica para el
cultivo de la pifia Ananas comusus, (L) Merr. Editorial estacion experimental “el recreo”. Nicaragua, 1983.

3 BOTANICAL. Propiedades de la pifia. Disponible en: http://www.botanical-online.com/pina.htm [en linea].
4 DOSAL, Maria y VILLANUEVA, Marcos. Introduccidon a la metrologia quimica: curvas de calibraciéon en los
métodos analiticos, 2008. Disponible en:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/CURVASDECALIBRACION_23498.pdf

5> MONTOYA, S. Actividad enzimatica, degradacién de residuos sélidos organicos y generacién de biomasa util
del macromiceto grifola frondosa. Tesis de grado. Maestria es Ingenieria Quimica. Manizales, Colombia. Mayo,
2008. Disponible en: http://www.bdigital.unal.edu.co/956/1/sandramontoyabarreto.2008.pdf

6 BLASCO, M. Microbiologia de suelos. Curso. Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas de la OEA. Centro
de ensefianza e investigacion. Turrialba, Costa Rica. 1970.
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tallos de plantas y cascaras de granos; no son comestibles, pero pueden ser
fermentadas por microorganismos (levaduras y bacterias).

HIDROLISIS ENZIMATICA: hidrolisis producida por un grupo de enzimas, llamadas
hidrolasas. Algunas de las ventajas de este tipo de hidrolisis es la especificidad que
tienen las enzimas, se elabora generalmente en condiciones moderadas de
temperatura y pH, ademas de ello, se obtienen productos de elevado valor
nutricional y funcional.

MATERIALES LIGNOCELULOSICOS: se encuentran en la biomasa vegetal,
principalmente en las paredes celulares de plantas, consisten en polisacéaridos,
compuestos fenolicos y compuestos minoritarios (minerales, lipidos, proteinas,
entre otros). Los polisacaridos se clasifican en celulosa, hemicelulosa y lignina. En
la actualidad, son ampliamente estudiados por sus compuestos, ya que estos
permiten la obtencion de productos sustentables y no contaminantes.

REPLICA TECNICA: “se utiliza cuando se tratan réplicas de la misma muestra
biologica™.

TINCION: “es el proceso por el cual las moléculas de un colorante se adsorben a
una superficie. El uso de colorantes permite cambiar el color de las células de los
microorganismos y poder realizar la observacion en microscopio 6ptico. Dado que
las bacterias son casi incoloras, no presentan contraste con el medio en el cual se
encuentran suspendidas y no pueden observarse claramente sin algun tratamiento
previo”®

TINCION DE GRAM: “permite separar a las bacterias en dos grandes grupos: Gram
positivas y Gram negativas, basados en siretienen o no, el colorante primario (cristal
violeta) luego del proceso de decoloracion. Los organismos que retienen el cristal
violeta luego de la adicién del agente decolorante, el alcohol, aparecen como azul
oscuro o violeta, y se designan como Gram positivos; aquellos que pierden el cristal
violeta y se tifien con el colorante secundario, la safranina, aparecen como rojos y
se designan como Gram negativos”™®

XILANO: “es el polimero que se halla en mayor proporcién dentro de la composicién
de las hemicelulosas. Se ubica detras de la celulosa como fuente de polisacaridos

7 SANCHEZ-PLA, Alex y RUIZ, Carme. Anélisis de datos de microarrays, replicacién. Barcelona: Universidad de
Barcelona. Departamento  de  estadistica. Facultad de Biologia. Disponible  en:
Analisis_de_microarrays_C5_Disenyo_Experimental.pdf

8 SANTAMBROSIO, Eduardo. Tincidn y observacién de microorganismos. Argentina: Universidad Tecnoldgica
Nacional, 20009. Disponible en:
https://www.frro.utn.edu.ar/repositorio/catedras/quimica/5_anio/biotecnologia/practico4.pdf

® VIZCARRONDO, Milagros. Morfologia y tincion de los microorganismos, 2008. Disponible en:
http://www.ucv.ve/fileadmin/user_upload/facultad_farmacia/catedraMicro/10_Morfolog%C3%ADa_y_Tinci
%C3%B3n.pdf
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renovables en la naturaleza”!®. “polisacarido formado por una cadena lineal de
moléculas de D-xilosa con algunas ramificaciones y sustituciones, con enlaces [3-
1,471

XILITOL: polialcohol, compuesto por 5 atomos de carbono obtenido por la reduccién
de la xilosa. Azucar natural utilizado por la industria alimentaria como sustituto de la
sacarosa. Se encuentra presente en la naturaleza, asi como en muchas frutas y
verduras. Tiene una dulzura y sabor similar a la sacarosa, es por ello, que cada vez
es mas apetecido, ademas por sus cualidades como: anticaries, aporta menos
calorias, reduce la formacién de placa, y no necesita de insulina para ser procesado
por el cuerpo humano, entre otros.

XILOSA: aldopentosa, Azucar que se encuentra en materiales vegetales, es por
ello, que es conocido como azucar de madera. Utilizada principalmente en medicina
para pruebas de absorcion intestinal, ya que este se absorbe de forma incompleta
en el intestino.

10 VAZQUEZ, Fabio. Estudio y mejoramiento genético de cepas de levaduras y hongos filamentosos en
fermentaciones con xilosa o xilano como fuente de carbono. Doctorado en Ciencias Naturales. La Plata:
Universidad Nacional de La Plata. Facultad de Ciencias Naturales y Museo, 1999.

1 PLANTAS Y HONGOS. Xilano. [en linea]. Disponible en:
http://www.plantasyhongos.es/glosario/xilano.htm
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RESUMEN

Esta investigacion consistiéo en un desarrollo experimental con una serie de etapas
consecutivas para la produccion de xilitol biotecnologicamente, inicialmente se
utilizé como materia prima residuos de cascara de pifia de la variedad MD?2,
conocida comercialmente como pifia Golden. Para la seleccion de cdscara obtenida
en cada punto de venta ambulante, se establecieron dos requisitos cualitativos con
referencia a la maduracion de la pifia, como son el grado de coloracion de la
cascara; aquella en la que la coloracion amarilla cubre del 51-80% de la superficie
del cuerpo de la fruta y la apariencia de las bracteas de esta (fruticulos planos), se
llevé a cabo un muestreo selectivo luego de la obtencion de muestra en cada punto,
verificando de igual manera la sanidad de los residuos, previniendo la accion de
microorganismos y posibles procesos de deterioro. Se realiz6 como pretratamientos
fisicos un secado en mufla, una molienda y un tamizado cuyo fin es la adecuacién
y conservacion de los residuos para posteriormente ser almacenados por tamafos.

Para dar inicio a la experimentacion fue necesario realizar una técnica de muestreo
por cuarteo, para obtener la muestra analitica y representativa de la totalidad de
residuos adquiridos y seleccionados. La caracterizacion quimica se realizé para
determinar el porcentaje de humedad, extraibles, lignina, holocelulosa, celulosa y
de mayor interés hemicelulosa. Una vez conocida la composicion quimica de la
cascara, se llevd a cabo el pretratamiento quimico, que consistio en la
deslignificacion de la fibra, mediante la inmersién de esta en hidroxido de sodio al
2% durante 3 horas, con el fin de facilitar la accidén de la enzima en el biopolimero
de interés en el proceso de hidrdlisis. En la etapa de hidrdlisis se utilizd la enzima
xilanasa AN 20 (endo-f3-1,4-xilanasa), se elaboré un disefio experimental (disefio
factorial de 2 factores) cuya variable de interés fue la concentracién de azucares
reductores (especialmente xilosa), donde se manejaron como variables
independientes el tiempo de hidrdlisis (2 y 3 dias) y la concentracion de enzima
(1,5%, 3% y 4,5% p/p de sustrato), en esta fase se logr6 mantener la temperatura
de hidrdlisis a 50°C y el pH entre 4-7. Luego se determina la cantidad de azUcares
reductores presentes en el hidrolizado con el método DNS, se realizé la curva patréon
de xilosa pura, se obtuvieron bajos porcentajes de grado de conversion y
rendimiento en cada uno de los tratamientos realizados (por debajo de 0,9% y 4%
respectivamente). En la elaboracion del andlisis estadistico correspondiente al
disefio experimental se determind que hubo efecto de las variables concentracion
de enzima y tiempo de hidrolisis, pero no de la interaccion de estas en la
concentracion final de azucares reductores.

En el proceso de fermentacion fue necesario la esterilizacién del hidrolizado
(muestra de mayor rendimiento en el proceso de hidrdlisis enziméatica), se activo la

24



levadura Candida guilliermondii y Candida tropicalis en el caldo de pifia estéril, pre-
inoculacion que llevo un tiempo de 12 horas a 28°C, se inicio la fermentacion con
una concentracion de 1x107 ceL/mL de cada levadura, realizando una dilucién del
pre-indculo con caldo estéril, logrando un volumen de 200mL, El seguimiento de
crecimiento microbiano se desarrollé mediante conteos con ayuda de la camara de
Neubauer, conteos que se realizaron cada 12 horas. Para observar la pureza de
cada fermentacién se realizaron tinciones de Gram cada 24 horas, donde no se
observo contaminacion alguna.

Terminada la etapa de bioconversion de xilosa, las muestras se llevaron a analisis
de cromatografia HPLC para la determinacion de xilitol, donde no se detectd
concentracion alguna en ninguna de las dos muestras correspondientes a cada
fermentacion, por lo cual fue necesario realizar un analisis detallado de los posibles
factores que pudieron influenciar que se diera este resultado, en cada etapa
realizada.

25



INTRODUCCION

Bogota es una ciudad que al trascurrir de los afios se ve cada vez mas afectada a
causa de problemas de contaminacion, producida en gran parte por los gases y
lixiviados que emiten las aglomeraciones de residuos organicos, segun un Informe
de Evaluacion del relleno Sanitario Dofla Juana realizado por United States
Environmental Protection Agency (UAESP) y la SCS ENGINEERS, sobre los
principales residuos soélidos desechados alli, se observa que los materiales
organicos presentan el mayor promedio (61,58%) en cuanto al estudio de
caracterizacion de residuos sélidos, es decir, es uno de los mayores residuos
generados!?. Esta aglomeracion de residuos se da debido a una inadecuada
planeacién y organizacién a la hora de desecharlos; por falta de capacidad y gestion
no se les ha dado una reutilizacién, como el aprovechamiento de estos residuos
principalmente los frutales para la produccion de un edulcorante conocido como
xilitol.

En Colombia, la produccion de pifia es de gran interés, por lo cual atrae cada vez
mas a productores y empresarios; esto se debe a varios factores, el primero de ellos
es un aumento en el consumo a nivel mundial de la fruta pudiéndose convertir en
una consigna para el pais la exportacion de ella, segundo, la variedad de climas en
donde esta puede ser cosechada, tercero, los buenos suelos y disponibilidad de los
recursos hidricos que hay en las distintas regiones del pais, ademas de que el
cultivo sea atractivo desde el punto de vista de rentabilidad. “El auge de la pifia
promete seguir hacia la cima. Segun estudios realizados por el Programa de
Transformacién Productiva (PTP) y la Asociacion Nacional de Frutas y Hortalizas
de Colombia (Asohofrucol), el comercio internacional de este producto podria llegar
a superar los 2.000 millones de dodlares en el 2029, partiendo de una cifra de 1.718
millones en 2011713,“Segun estudios realizados, los desechos de cultivo generados
por la pifia, representan un 65% del fruto, dentro de estos desechos se destacan, la
corona, el corazén, las cascaras y el rastrojo (material vegetal)’4. Estos residuos

12 ALCALDIA MAYOR DE BOGOTA, DISTRITO CAPITAL. Banco distrital de programas y proyectos. Ficha de
estadistica basica de inversion distrital EBI-D. enero 9 de 2015. Disponible en:
http://www.ambientebogota.gov.co/es/c/document_library/get_file?uuid=4d840d51-ebe5-4ae0-b7fc-
65ab948368ef&groupld=55886.

13 Negocios, E. y.La miel de la pifia atrae a empresarios veteranos. El Tiempo, pags. 21 de Noviembre de 2014.
Disponible en: http://www.eltiempo.com/economia/sectores/produccion-de-pina-en-colombia/14864655.
14 ALTEC. Nuevas Oportunidades con Residuos Agroindustriales Tropicales. XV Congreso Latino-
Iberoamericana de Gestao de Tecnologia. Porto, 2013. Disponible en:
http://www.altec2013.org/programme_pdf/50.pdf
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se consideran una alternativa de bajo costo para la produccion de endulcorante, ya
que estos contienen azucares simples, fermentables como son la glucosa, fructosa
y sacarosa, igualmente cantidades significativas de celulosa y de hemicelulosa
potencialmente hidrolizables.

El xilitol es un edulcorante que sustituye el aziicar comdn (sacarosa), que al igual
gue esta posee propiedades de dulzor marcadas pero que no necesita de insulina
para ser procesado en el organismo, por lo cual beneficia principalmente a personas
diabéticas y a personas que quieran llevar una vida mas saludable baja en
carbohidratos, siendo recomendado por muchos especialistas; también es
aconsejable para el cuidado dental ya que es un azucar anticaries e inhibe la
formacion de placa y sarro, por esta razén ha sido incluido en productos como las
gomas de mascar. Por lo tanto, la produccién de xilitol es una opcién que favorece
la salud principalmente. En la actualidad este producto es industrialmente obtenido
por sintesis quimica, teniendo como principal proceso la hidrogenacion de xilosa a
partir de la mazorca de maiz o el arbol de abedul, pero este presenta desventajas,
principalmente sus altos costos, al ser necesario una secuencia de etapas de
purificacion, razon por la que se han venido realizando diversas investigaciones
para encontrar procesos de generacion de xilitol que presenten ventajas sobre esta
produccion actual; en esta investigacion se plantea una via alterna a este proceso
de hidrdlisis, proceso principal de la sintesis quimica de xilitol.

Una de las limitantes para el consumo de xilitol en el pais es que no existen
empresas productoras, por lo tanto, este producto debe ser importado, aumentando
de manera significativa el valor de este; siendo de dificil adquisicion para personas
de estratos bajos y medios.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Aprovechar los residuos lignoceluldsicos de la Ananas Comososus, utilizandose
como materia prima para la sintesis de un edulcorante conocido como xilitol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acondicionar los residuos de la Ananas comosus por medio de un pretratamiento
fisico y quimico.

¢ Realizar una via alterna de la sintesis quimica, como es la hidrolisis enzimatica
a través de enzima xilanasa para la obtencion de xilosa.

e Obtener xilitol a partir de la conversiéon de la xilosa, por medio de una
fermentacion utilizando dos tipos de especies de levadura del Género Candida
como son la guilliermondii y tropicalis.

e Comparar el rendimiento de xilitol de cada especie de levadura involucrada en
el proceso de fermentacion.
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1. GENERALIDADES

1.1 ASPECTOS IMPORTANTES DEL XILITOL Y GENERALIDADES DE SU
PRODUCCION

El xilitol es un edulcorante nutritivo, obtenido por la reduccion del azucar xilosa, el
cual, posee gran poder de dulzor, excelentes propiedades fisicoquimicas y
bondadosos beneficios para la salud, es considerado una alternativa de la sacarosa
conocida como el azdcar comun de mesa, que aporta 4 cal/g, mientras que este
proporciona aproximadamente 2,4 cal/g.

1.1.1 Origen e historia. El xilitol es de origen completamente natural, se puede
encontrar en alimentos de consumo diario como son frutas y verduras de gran
variedad; inicialmente fue descubierto en Alemania, cientificos lo hallaron de forma
natural en la corteza del arbol celta betule, cuyo nombre comun es Abedul; arbol
que en la actualidad continda siendo una de las principales fuentes para su
produccion industrial debido a que tiene un contenido significativo de xilosa.

“El edulcorante se deriva del xilano, que esta presente en las paredes de las células
vegetales de abedules y hayas, arroz, avena, trigo y semillas de algodon, mazorcas
de maiz y tallos, junto con bagazo de caria de aztcar”*.

Su historia se le atribuye primordialmente al quimico aleman Emil Hernan Fischer
quien, en el siglo XIX, con exactitud en el afio 1891 extrajo el xilitol de virutas de
madera de haya y casi simultaneamente “el quimico francés M.G. Bertrand habia
logrado aislar el jarabe de xilitol en el procesamiento de trigo y paja de avena”'é,

1.1.2 Estructura quimica. “El xilitol es un alcohol de azlcar de cinco carbonos
ciclico, también conocido como un polialcohol” 7. “Este polialcohol tiene la
denominacion quimica de D-xilitol, su formula empirica es CsH120s5 y su peso

15 WRIGHT, Carolanne. Xylitol: Uncovering the dark side of this popular sugar substitute. [en linea].11 de

febrero de 2014. Disponible en
www.naturalnews.com/043857_xylitol_artificial_sweeteners_digestive_distress.html.

16 BERTRAND citado por MUN, Low Wai. process optimization for xylitol purification using liquid-liquid batch
extraction: effect of volume ratios and number of stages: History of xylitol. Trabajo de grado de Licenciado en
Ingenieria Quimica (Biotecnologia). Pahang, Malaysia: Universiti Malaysia Pahang. Faculty of Chemical &
Natural Resources Engineering, 2015. 27 P.

17 USVALAMPI, Anne. Microbial production of xylitol, L-xylulose and L-xylose. Xylitol. Espoo, Finland: doctoral
dissertation, 2013. 14 p.
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molecular es 152.15 g/mol™8. En la figura 1 se observa la estructura quimica de
este.

Figura 1. Estructura xilitol.
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A) como una proyeccion de Fischer y B) como un modelo de barras y esferas.

Fuente: USVALAMPI, Anne. Microbial production of xylitol, L-xylulose and
L-xylose. Xylitol. 1a ed. Espoo, Finland: doctoral dissertation, 2013. 14 p.

1.1.3 Propiedades fisicoquimicas. A continuacion, en el cuadro 1 se muestran
las propiedades fisicoquimicas del xilitol, las cuales son responsables de efectos
como son la sensacion refrescante que este produce al consumirlo, su dulzor, lo
cual, lo hace un edulcorante atractivo en la industria alimentaria, farmacéutica y
como producto para bienestar dental.

Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas del xilitol.

Propiedad Xilitol
Peso molecular (g/mol) 152,15
Nombre quimico 1,2,3,4,5 Pentahidroxi pentano
Apariencia Blanco y cristalino
Olor Inodoro
Sabor Dulce
Peso molecular (g/mol) 152,15
Nombre quimico 1,2,3,4,5 Pentahidroxi pentano

18 REPETTO y CAMEAN, Toxicologia Alimentaria citado por SANCHEZ GOMEZ, Magaly. edulcorantes: utilizacién
y aprovechamiento en diferentes procesos de la industria alimentaria. Trabajo de grado quimico en alimentos.
Toluca, México: Universidad auténoma del estado de México. Facultad de quimica, 2014. 67 p.
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Cuadro 1 (continuacion).

Propiedad Xilitol
Apariencia Blanco y cristalino
Olor Inodoro
Sabor Dulce
Poder edulcorante* 1
Solubilidad (20°C) 64,2 g/100 H.0
Densidad (g/cm?®) 1,5
pH en agua 5-7
Viscosidad (cP) (20°C) ** 10% 1,23; 40% 4,18; 50% 8,04; 60% 20,63
Punto fusién (°C) 92-96
Punto ebullicion (°C) (1 atm) 216
Valor calérico (cal/g) 2,4
Calor de disolucion (KJ/g) 0,146
Higroscopicidad Baja

“El poder edulcorante se define en relacion con el de la sacarosa, que se toma como azlcar de
referencia; por lo tanto, la sacarosa y el xilitol tienen igual poder edulcorante.
“La viscosidad se da de acuerdo con la temperatura y a la concentracién (%P/P) del xilitol.

Fuente: MUN, Low Wai. Process optimization for xylitol purification using liquid-
liquid batch extraction: effect of volume ratios and number of stages: Properties of
xylitol. Trabajo de grado de Licenciado en Ingenieria Quimica (Biotecnologia).
Pahang, Malaysia: Universiti Malaysia Pahang. Faculty of Chemical & Natural
Resources Engineering, 2015. 30 P.

1.1.4 Aplicaciones. Generalmente es de gran utilidad en la industria alimentaria,
farmacéutica y en productos de cuidado dental; se puede implementar como un
excelente edulcorante en bebidas, caramelos duros, mentas, postres, gomas de
mascar y otros productos; debido a la sensacién de frescor que este genera al
consumirlo. Segun Calorie Control Council'® es un aditivo de gran valor para la
generacion de medicamentos y alimentos que van dirigidos principalmente a
diabéticos; en la salud de nifios se puede incorporar en suplementos
multivitaminicos masticables y en dulces para que sea ingerido de manera facil;
entre sus aplicaciones mas importantes esta la industria odontolégica cuyo objetivo
es la salud bucal, encontrandose en pastas dentales, pastillas para la garganta,
jarabes y enjuagues bucales.

1.1.5 Sintesis quimica produccidn de xilitol. Es el proceso usado actualmente a
escala industrial, consiste principalmente en el proceso de reduccion quimica de
xilosa pura, que es el componente mayoritario de la fraccidbn hemicelulosica

19 CALORIE CONTROL COUNCIL. Xylitol: Gtil en la dieta de las personas que sufren diabetes. [en linea].
Disponible en datossobrelospolioles.com/xylitol/. citado el 23 de diciembre de 2016.
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presente en diversas plantas, de principal uso la madera de abedul, haya y mazorca
de maiz o de hidrolizados hemicelulosicos ricos en xilosa.

Usvalampi?® y Carrasco?! proponen gue inicialmente se realiza una hidrolisis acida
generalmente con acido sulfarico, clorhidrico o nitrico para obtener D-xilosa y otros
azucares simples como son la D-manosa, D-arabinosa y D-galactosa, se realiza una
purificacion para asi aislar estos hidratos de carbono y lograr obtener xilosa pura,
posteriormente al hidrolizado resultante se le realiza una hidrogenacion en
presencia de niquel, el cual funciona como catalizador para la obtencion de xilitol
gue es sometido a cristalizacion y purificacion por medio de cromatografia liquida,
para asi separar la fraccidon de xilitol no cristalizada.

Este proceso incurre en altos costos debido a que se requieren varios pasos de
purificacion, altos requerimientos energéticos y altas presiones principalmente en la
etapa de hidrogenacién, por lo tanto, es un proceso complejo y no viable a pequefia
escala. En el anexo A se muestra la estructura basica de la reaccion de extraccion
de D-xilosa y su conversion a xilitol.

1.1.6 Produccién biotecnolégica de xilitol- Via alterna. Carrasco?? y Naranjo??
comentan que la produccién biotecnolégica de xilitol se caracteriza por la
reutilizacion de desechos agroindustriales y el uso de hongos filamentosos,
bacterias y especialmente levaduras, microorganismos que son capaces de
fermentar a xilitol hidrolizados hemicelulésicos, obtenidos previamente por hidrolisis
acida o enzimatica de desechos provenientes generalmente de cascarilla de arroz,
bagazo de cafia de azucar, paja de trigo, mazorca de maiz y algunas pieles o
residuos de frutas y verduras, la reutilizacién de estos residuos es viable, dado que
poseen material lignocelulésico, principalmente lignina, celulosa y hemicelulosa. La
hemicelulosa es el polisacarido de mayor interés, este esta ubicado en la pared
celular, conformado por una mezcla de hexosas (glucosa, manosa y galactosa) y
pentosas (xilosa y arabinosa), hidrolizada para la liberacion de xilanos e igualmente
para la obtencién de L-arabinosa, glucosa y xilosa, monosacaridos que seran
aprovechados por el microrganismo seleccionado para la bioconversion a xilitol, en

20 USVALAMPI, op.cit., P.17

21 DOMINGUEZ CARRASCO, Eva Mareni. efecto de algunos componentes del medio de fermentacién sobre la
actividad de xilosa reductasa obtenida de una levadura productora de xilitol: aplicaciones del xilitol. Trabajo
de grado ingeniero quimico. Xalapa, Veracruz: universidad veracruzana. Facultad de ciencias quimicas.
Departamento de ingenieria quimica, 2013. 7 p.

2 |bid., P.8

23 NARANJO, Sauk. Revisidn sistematica de la literatura sobre los metabolitos generados por la levadura
Candida gquilliermondii. Trabajo de grado microbiologia agricola y veterinaria. Bogotd D.C: Pontificia
Universidad Javeriana. Facultad de ciencias, 2011. 11 P.
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la figura 2 se observa la sintesis biotecnologia planteada como via alterna a la
sintesis quimica.

Figura 2. Via alterna de la sintesis quimica de xilitol.
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1.1.6.1 Hidrdlisis béasica. La hidrdlisis alcalina es utilizada como pretratamiento de
materiales lignocelulésicos; esta consiste principalmente en la aplicacion de
soluciones alcalinas o basicas, esto con el fin de remover la lignina y sustituciones
de &cidos uricos, los cuales reducen la accesibilidad de la enzima al momento de
actuar en el compuesto de interés, ya sea celulosa o hemicelulosa?*.

El tratamiento con NaOH diluido (Hidroxido de Sodio) produce un hinchamiento de
la biomasa, lo cual, conduce a un aumento del area superficial interna, un descenso
de la cristalinidad y polimerizacion, causando la separacion de las uniones
estructurales entre la lignina y los carbohidratos, y una rotura en la estructura de la
lignina?®. EI mecanismo de hidrdlisis alcalina esta basado en la saponificacion de
los enlaces esteres intramoleculares que unen los xilanos de la hemicelulosa y otros
componentes, como por ejemplo la lignina. Asi, por ejemplo, se ha conseguido
aumentar la digestibilidad de sustratos como paja con un contenido de lignina del
18%y de maderas duras, pero no de maderas blandas con un contenido de lignina
superior al 26%”"%°.

1.1.6.2 Hidrdlisis enzimatica. ElI proceso consiste en descomponer la
hemicelulosa en azucares sencillos. Debido a la heterogeneidad y complejidad en
la composicién de la hemicelulosa, su hidrdlisis requiere de un sistema de varias
enzimas hidroliticas con diversas especificaciones y modo de accion. Las enzimas
implicadas en la degradacién de la cadena principal son las endo-B-1,4-xilanasas y
las B-1,4.-xilosidasas, y en la degradacion de la cadena lateral a-L-
arabinofuranosidasa, a-glucoronidasa, asi como las esterasas que liberan
sustituyentes acetilo, cumaril y fertlico?”-28; las reacciones presentadas en este
proceso dependen de las enzimas que se utilicen. En el anexo B se muestran
algunas enzimas y su accién en la degradacion de la hemicelulosa. La hidrélisis

24 NINO, L. ACOSTA, A. GELVES, R. Evaluacién de pretratamientos quimicos para la hidrélisis enzimatica de
residuos lignoceluldsicos de yuca (Manihot esculenta Crantz). Revista Facultad de Ingenieria Universidad de
Antioquia num. 69, diciembre-, 2013, pp. 317-326 [en linea]. 2013. Medellin, Colombia. Disponible en:
http://www.redalyc.org/pdf/430/43029812024.pdf

5CUERVO, L. FOLCH, J. QUIROZ, R. Lignocelulosa como fuente de azlcares para la produccién de Etanol.
Centro de Investigacidon en Biotecnologia, UAEM. 2Instituto de Biotecnologia, UNAM. Av. Universidad 2001
Col. Chamilpa, Cuernavaca, Mor. 62209, México. Revista BioTecnologia, Afio 2009, Vol. 13 No. 3. P. 11-25. [en
linea]. Disponible en: http://www.smbb.com.mx/revista/Revista_2009_3/Lignocelulosa.pdf

26 NINO, L. ACOSTA, A. GELVES, R. Op cit., P 318.

27 MOTTA, F. ANDRADE, C. SANTANA, M. A Sustainable degradation of lignocellulosic biomass - techniques,
applications and commercialization. Chapter 10: Review of Xylanase Production by the Fermentation of Xylan:
Classification, Characterization and Applications. P. 252- 257. Disponible en: http://dx.doi.org/10.5772/53544
28 LOERA, O. VILLASENOR, F. 14. Xylanases. Advances in Agricultural and Food Biotechnology, 2006: 305-322
ISBN: 81-7736-269-0. Universidad Auténoma Metropolitana, Biotechnology Departament. México. P. 306-
311.
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enzimatica presenta ventajas frente a la hidrdlisis cida, como menores costos, ya
que esta se presenta a presion atmosférica y a temperaturas moderadas, las cuales
son facilmente controladas, no necesita de agentes quimicos por lo cual, no necesita
de una operacion adicional para la eliminacion de estos del hidrolizado.

» Enzimas Xilanasas. La actividad de la xilanasa conduce a la hidrolisis de la
hemicelulosa o xilano. “Las xilanasas son glicosol hidrolasas que catalizan la
hidrolisis del enlace glucosidico interno -(1,4) de la cadena de xilosas de la
hemicelulosa, generando principalmente xilooligosacaridos de bajo peso
molecular con o sin ramificaciones™?.

o Origen. “Las xilanasas son un tipo de enzimas extracelulares que actuan de
manera general sinérgicamente, estas son producidas por diferentes
microorganismos como bacterias, hongos, micorrizas, levaduras, actinomicetos,
ademas en protozoos, insectos, crustaceos, caracoles y algunas semillas de
plantas durante la fase de germinacién en suelo™°. La mayoria provienen de
fermentacidbn microbiana a partir de hongos filamentosos o bacterias
caracterizandose las B-xilosidasas y endo-B-xilanasas de los géneros Bacillus,
Cellulomonas, Micrococcus, Staphilococcus, Aspergillus, Penicillium, entre
otros3t32,

o Clasificacion. “Las enzimas se han clasificado en al menos tres formas, por su
peso molecular y punto isoeléctrico, la estructura cristalina y las propiedades
cinéticas, o la especificidad del sustrato y el perfil del producto”32.

La informacién actualizada sobre las caracteristicas y clasificacion de las
enzimas se encuentra en la base de datos Carbohydrate-Active Enzyme (CAZy).
Segun esta, las xilanasas estan relacionadas con las familias 5, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 16, 26, 30, 43, 44, 51 y 62. Las secuencias de las familias 16, 51 y 62 son
enzimas bifuncionales, es decir, contienen dos dominios cataliticos; mientras
que las familias 5, 7,8,10,11 y 43 tienen un dominio catalitico con la actividad

29 VALENZUELA, S. Protedmica de xilanasas de Paenibacillus barcinonensis. Proyecciones biotecnoldgicas.
Departamento de microbiologia. Facultad de biologia. Universidad de Barcelona. Septiembre 2012. Disponible
en: http://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/98296/SVVM_TESIS.pdf;sequence=1

30 COOPER, B. Enzimas xilanoliticas bacterianas y sus aplicaciones industriales. © VERTIENTES Revista

Especializada en Ciencias de la Salud, 16(1): 19-22, 2013. Disponible
en:http://www.medigraphic.com/pdfs/vertientes/vre-2013/vrel131e.pdf
31 |bid. p.20.

32| OERA, O. VILLASENOR, F. Op.cit. p. 310
3MOTTA, F. ANDRADE, C. SANTANA, M. Op.cit, p. 254-255.
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endo-B-1,4-xilanasa, pero difieren en sus propiedades fisicoquimicas, la
estructura, el modo de accion y las especificaciones del sustrato. Las familias 9,
12, 26, 30 y 44 tienen actividad de xilanasa residual o secundaria3*.

En el anexo C se puede observar la estructura tridimensional de los dominios
cataliticos de las xilanasas pertenecientes a diferentes familias.

v' Familia GH 10y 11. La mayoria de xilanasas conocidas pertenecen a la familia
GH 10 (o familia G) o a la familia GH 11 (o familia F). La familia GH 10 tiene un
peso molecular alto de aproximadamente 35KDa, esta compuesta de endo-[3-
1,4-xilanasas y endo-B-1,3-xilanasas, estas son altamente activas en
xilooligosacaridos cortos; capaces de hidrolizar enlaces xilosa méas cerca de los
residuos de cadena lateral. La familia GH 11 tienen un peso molecular bajo de
aproximadamente 20KDa, tienen propiedades como alta selectividad de sustrato
y alta eficiencia catalitica; estd compuesta solo de xilanasas, ya que son
exclusivamente activas en sustratos que contienen D-xilosa. Las xilanasas de
esta familia son mas activas en los xilooligosacaridos de cadenas largas;
hidrolizan preferentemente las regiones no sustituidas del esqueleto3>:36,

o Mecanismo de reaccién de la enzima Xilanasa. Los endo-3-1,4-xilanasas
rompen los enlaces glucosidicos internos del esqueleto, especificamente los
enlaces entre las unidades de xilano, liberando oligosacéaridos®’. “El ataque no
es al azar, este depende de la longitud y el grado de ramificacion del sustrato o
la presencia de sustituyentes especificos dentro de éI”38. En la figura 3 y anexo
D se puede observar las enzimas que actian sobre la hemicelulosa con sus
sitios de accion.

3bid., P. 255.

35COOPER, B. Op.cit,. p.20.

36 MOTTA, F. ANDRADE, C. SANTANA, M. Op.cit,. p. 256.

37 LOERA, O. Las xilanasas microbianas y sus aplicaciones. Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa.
Departamento de Biotecnologia. Revista Biotecnologia 2002. Vol. 7. No 2. 25-37. México D, F. P. 27

38 LOERA, O. VILLASENOR, F. Op.cit,. p. 310-311.
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Figura 3. Estructura del xilano o hemicelulosa y de las enzimas xilanoliticas
implicadas en su degradacion.
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Fuente: MOTTA, F. ANDRADE, C. SANTANA, M. A Sustainable degradation of
lignocellulosic biomass - techniques, applications and commercialization. Chapter
10: Review of Xylanase Production by the Fermentation of Xylan: Classification,
Characterization and  Applications. P. 252- 257. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.5772/53544.

1.1.6.3 Fermentacién. De acuerdo con Usvalampi®® y Affleck*® la produccion
microbiana de xilitol utilizando ingenieria metabdlica, consiste en la implementacién
de hongos, bacterias y principalmente levaduras (Anexo E) consideradas las
mejores productoras de xilitol microbiano a partir de xilosa; las levaduras mas
eficientes han sido las del género Candida como lo son la pelliculosa, boidinii,
guilliermondii y tropicalis. “Fluctuando los rendimientos del xilitol respecto a la xilosa
entre 0,73-0,88% y las productividades entre 1,73 y 3,15 g/I*h. En 2002, Kim et al.,
lograron incrementar la productividad de C. tropicalis en una mezcla de glucosa y
xilosa™L.

» Levaduras. Las levaduras usan generalmente una conversion de dos etapas
de D-xilosa a D-xilulosa. En esta ruta de oxidoreductasa; ruta observada en la
figura 4, la xilosa se reduce primero a xilitol mediante xilosa reductasa. El xilitol
se oxida luego a D-xilulosa mediante xilitol-2-deshidrogenasa. A continuacion, la

3% USVALAMPI, op.cit., P.17-18

40 AFFLECK, Richard Peter. Recovery of Xylitol from Fermentation of Model Hemicellulose Hydrolysates Using
Membrane Technology: Microbial Production of Xylitol. Trabajo de grado ingeniero de sistemas biolégicos.
Blacksburg, Virginia: Virginia Polytechnic Institute, 2000. P 14-15.

41 |bid.p. 25.
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D-xilulosa es fosforilada por la D-xilulocinasa a D-xilulosa-5-fosfato, que puede
entrar en la via de la pentosa fosfato. Tanto XR como XDH requieren cofactores
de nucledtidos de piridina para funcionar. XR y XDH pueden ser nicotinamida
adenina dinucleétido (NAD*) o nicotinamida adenina fosfato de dinucleétido
(NADP™) dependiente. NADH y NADPH son las formas reducidas de estos
cofactores.*?

En la primera etapa de xilosa a xilitol se oxida un NADPH a NADP”, y en la
segunda etapa de xilitol a xilulosa se reduce un NAD* a NADH. Como
consecuencia, NADPH y NAD* necesitan ser regenerados. Como las levaduras
carecen de la enzima transhidrogenasa (NADH + NADP* «— NAD* + NADPH),
necesitan formas alternativas para regenerar los cofactores. Bajo condiciones
aerobias NAD™* se puede regenerar con oxigeno. Bajo condiciones limitadas de
oxigeno, la acumulacion de NADH limita la reaccién catalizada por la XDH unida
a NAD*, dando como resultado la acumulacién de xilitol.43

Figura 4. Via metabdlica de fermentacion de xilosa por bacterias y levaduras.
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Fuente: GOMEZ, A. Comparacion del rendimiento de madera de eucalipto y
olote de maiz, como biomasa residual rica en hemicelulosa, para la obtencion
de xilitol por medio de fermentacion con levadura del tipo saccharomyces
cerevisiae. Universidad de San Carlos de Guatemala. Escuela de Ingenieria
Quimica. Febrero 2012. Guatemala. Disponible en:
http://biblioteca.usac.edu.gt/tesis/08/08_1229 Q.pdf

42 WINKELHAUSEN y KUZMANOVA, Microbial conversion of D-xylose to xilitol citado por USVALAMPI, op.cit.,
P.9.
43 van Dijken y Scheffers, Redox balances in the metabolism of sugars citado por ibid., P.10
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o Levaduras del Género Candida. Este género abarca mas de 160 especies;
pertenece a la clase Blastomycetes que comprende las levaduras imperfectas
(asexuales). Esta especie asimila aztcares como la glucosa, sacarosa, xilosa,
fructosa, galactosa y celobiosa; no asimila lactosa**. “El nombre del género
significa “blanco radiante” y de ahi que sus células no contengan pigmentos
carotenoides. Forman hifas verdaderas o falsas con abundantes células en
gemacion o blastosporas y puede formar clamidosporas”. 4°

Son consideradas unas de las mejores en cuanto a produccién de xilitol por
fermentacion, ya que estas tienen como caracteristica natural consumir D-Xilosa
y mantener el equilibrio de Oxido-reduccion en la acumulacién de D-Xilitol,
evitando que se produzca D-xilulosa“.

Figura 5. Levadura del género Candida.

Candida

Fuente: ANCASI EG. Manual de microbiologia de los
alimentos. Capitulo 4. P.41.

44 BARRIENTOS, I. Evaluacién preliminar de la actividad metabdlica de Candida guilliermondii sobre las
propiedades fisicoquimicas de la leche y en el proceso de produccidn de yogurt. Microbiologia industrial.

Pontificia universidad Javeriana. 2011. Bogota, D.C.,, Colombia. [en linea. Disponible en:
https://repository.javeriana.edu.co:8443/bitstream/handle/10554/8828/tesis774.pdf?sequence=1&isAllow
ed=y

4 BUITRAGO, J. ESCOBAR, A. Aplicacién de levadura Candida ssp. Como una alternativa viable para la
retardaciéon en la pudricion del banano (Musa acuminata). Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de
ciencias. Carrera de microbiologia industrial. Bogotd D, C. enero 2009. P.32. Disponible en:
http://www.javeriana.edu.co/biblos/tesis/ciencias/tesis211.pdf [en linea]

46 SASAKI, M. INUI, M. YUKAWA, H. D-Xylitol. Fermentative Production, Application and Commercialization.
Chapter 5 Microorganisms for Xylitol Production: Focus on Strain Improvement. DOI: 10.1007/978-3-642-
31887-0_5, Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2012
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v' Candida guilliermondii. A continuacion, se observa la clasificacion biolégica y
las caracteristicas microscopicas y macroscopicas para esta especie.

» Taxonomia4’. La clasificaciéon biolégica de Candida guilliermondii es la
siguiente:

Reino: Fungi

Subreino:Dikarya

Division: Ascomycota

Subdivisién: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes

Orden: Saccharomycetales

Género: Candida

Especie: Candida guilliermondii
Sexual o amorfa: Pichia guilliermondii

= Caracteristicas microscopicas y macroscopicas. Se pueden observar células
pequefias ovoides, siendo la mayoria mesofilas aerobias. Puede presentar
pseudohifas después de 96 horas de incubacion 48 . “La formacién del
pseudomicélio es variable, siendo generalmente muy fino y ramificado. Los
Blastosporos ovoides o cilindricos, cortos, en posicion mas o menos verticilada,
en las constricciones pseudomicélio y/o pseudo-hifa” 4° .Presenta colonias
planas, humedas, de color blanco cremoso en medio PDA (Agar papa dextrosa).

Tabla 1. Resultados morfologia Candida guilliermondii.

Morfologia Resultado Morfoldgico
Clamidosporas Negativo
Seudomicelios Positivo

Tubos germinales Negativo
Céapsula Negativo

Fuente: PRATS, G. Microbiologia clinica. Editorial medica panamericana. Madrid,
Espafia. Octubre 2007. P.98.

“MARTINEZ, C. Evaluacion preliminar de la levadura Candida guilliermondii como controlador bioldgico de
Mysus sp en la papaya. Trabajo de grado para obtener titulo de Bidlogo. Pontificia Universidad Javeriana.
Facultad de Ciencias. Bogota D, C. 2010. p.8. Disponible en:
https://repository.javeriana.edu.co:8443/bitstream/handle/10554/8685/tesis634.pdf?sequence=1&isAllow
ed=y [en linea]

48 CMPUJ. Ficha técnica Candida guilliermondii. Coleccidon de microrganismos. Pontificia Universidad
Javeriana. Disponible en: Anexo 2.

49 ANDRADE, M. Identificacidn de las especies del género Candida en gestantes con candidiasis vulvovaginal
que acuden al Hospital Gineco-obstétrico Dr. Jaime Sanchez Porcel Sucre — 2011. Universidad Mayor, Real y
Pontificia de San Francisco Xavier de Chuquisaca, Facultad de Ciencias Quimico Farmacéuticas y Bioquimicas.
Sucre, Bolivia. P.220. Disponible en:
http://www.ecorfan.org/bolivia/series/Topicos%20Selectos%20de%20Quimica_I/Articulo%205.pdf
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» Generalidades de la levadura. Crecen en rangos de temperatura entre “24 a
36°C, toleran un pH entre 3-5. Esta una especie que es asociada con micosis,
que es una enfermedad producida por la levadura Candida, produciendo
infecciones en la vagina y en las cavidades orales”.*® “La levadura Candida
guilliermondii no es patégena para el ser humano, es una levadura antagonista
frente a otros microorganismos. Ademas de ello, se encontré que “es beneficiosa
frente a enemigos que presentaban frutos como: pifia, banano, tomate, manzana
y uchuva”.5!

» Asimilacién y fermentacién de azucares. En la tabla 2 se observan los
azucares que es capaz de asimilar y fermentar la levadura Candida
guilliermondii. Es importante tener clara la diferencia entre el proceso de
asimilacion y el proceso de fermentacion.

La asimilacién “es la capacidad de las levaduras para utilizar determinado
carbohidrato como Unica fuente de carbono, en un medio quimicamente definido
y en presencia de oxigeno, al asimilar el carbono de ese azlcar es evidente el
crecimiento en el medio”®?, sin que se generen productos metabdlicos. El
proceso de fermentacidn es un proceso catabodlico de oxidacién incompleta, bajo
condiciones de anaerobiosis, siendo el producto final un metabolito, derivado del
sustrato que son frecuentemente acidos organicos, alcoholes y otras sustancias
de bajo peso molecular que caracterizan el tipo de fermentacién ocurrida;
incluidos gases como hidrogeno y diéxido de carbono®3.

Tabla 2. Resultado asimilacién y fermentacion de azlcares por Candida

guilliermondii.
Hidrato de carbono Resultado de la Resultado de la
asimilacion fermentacion

Glucosa Positivo Positivo

Sacarosa Positivo Positivo
Lactosa Negativo Negativo
Xilosa Positivo Positivo
Fructosa Positivo

Galactosa Positivo Positivo

Celobiosa Positivo

Rafinosa Positivo Positivo

50 MARTINEZ, C. Op.cit,. p. 8.
51 |bid.p. 8.

52 MARTOS, Pedro; FERNANDEZ., Marfa y PAREDES., Fernando. Microbiologia clinica practica: micosis de

interés clinico. 2 ed. Madrid: ediciones Diaz de santos, S.A, 1993. 421 P.
53 RODRIGUEZ, Evelyn, et al. Bacteriologia general: principios y practicas de laboratorio: fermentacién de
carbohidratos. Costa rica: Editorial de la Universidad de Costa Rica, 2005. P 271
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Tabla 2 (continuacion).

Hidrato de carbono Resultado de la Resultado de la
asimilacion fermentacion
Maltosa Negativo Negativo
Levulosa Positivo
Ureasa Negativo

Fuente: Adaptado de: SAENZ, P. Clave dicotomica para la determinacion de
géneros de levaduras. Universidad de Murcia. Facultad de veterinaria. P. C-187.
Disponible en:
http://revistas.um.es/analesumciencias/article/viewFile/101851/97021.
BUITRAGO, J. ESCOBAR, A. Aplicacion de levadura Candida ssp. Como una
alternativa viable para la retardacion en la pudricion del banano (Musa
acuminata). Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de ciencias. Carrera de
microbiologia industrial. Bogotd D, C. enero 2009. P.54-55. Disponible en:
http://www.javeriana.edu.co/biblos/tesis/ciencias/tesis211.pdf.

v' Candida tropicalis. A continuacién, se observa la clasificacion biolégica y las

caracteristicas microscopicas y macroscopicas para esta especie.

Taxonomia®*. La clasificacion biol6gica de Candida tropicalis es la siguiente:

Reino: Fungi

Subreino:Dikarya

Divisién: Ascomycota
Subdivision: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Género: Candida

Especie: Candida tropicalis

Caracteristicas microscopicas y macroscoépicas. Se pueden observar células
ovoides que pueden ser cortas o0 alargadas. Luego de varios dias de incubacion
puede formar cadenas cortas de micelio®. “Produce pseudomicélio abundante y
ramificado, con verticilos de blastosporos dispuestos en cadenas simples,
irregulares o ramificadas. EIl micelio verdadero puede estar presente en cultivo.
Los blastosporos son ovoides o semiglobosos. El Clamidosporos en forma mas
0 menos periforme (en gota o lagrima) puede estar formado”s. Presenta colonias
lisas, humedas, de color blanco cremoso en medio PDA (Agar papa dextrosa).

54

ITIS REPORT. Candida tropicalis. Taxonomix serial No. 194660. Disponible en:

https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=194660#null [en linea]
55 CMPUJ. Ficha técnica Candida tropicalis. Coleccién de microrganismos. Pontificia Universidad Javeriana.
Disponible en: Anexo 3.

56 ANDRADE, M. Op.cit,. p. 220.
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Tabla 3. Resultados morfologia Candida tropicalis.

Morfologia Resultado Morfoldgico
Clamidosporas Negativo
Seudomicelios Positivo

Tubos germinales Negativo
Céapsula Negativo

Fuente: PRATS, G. Microbiologia clinica. Editorial medica panamericana. Madrid,
Espafia. Octubre 2007. P.98.

» Generalidades de la levadura. Crece a una temperatura de 28°C. La industria
utiliza este microorganismo para la produccion eficiente de dicarboxilicos de
cadena larga (moléculas precursoras/moléculas intermedias) y xilitol. Conduce
a la perdida de color en tintes industriales. Como es una levadura resistente a
los metales, tiene potencial para la bioadsorcién de cadmio y cobre®”.

= Asimilacién y fermentacion de azlcares. En la tabla 4 se observan los
azucares que es capaz de asimilar y fermentar la levadura Candida tropicalis.

Tabla 4. Resultado asimilacion y fermentacion de azucares por Candida tropicalis.

Hidrato de carbono Resultado de la asimilacion Resultado de la
fermentacion
Glucosa Positivo Positivo
Sacarosa Positivo Positivo
Lactosa Negativo Negativo
Xilosa Positivo Positivo
Maltosa Positivo Positivo
Galactosa Positivo Positivo
Rafinosa Negativo
Ureasa Negativo

Fuente: Adaptado de: SAENZ, P. Clave dicotomica para la determinacion de
géneros de levaduras. Universidad de Murcia. Facultad de veterinaria. P. C-187.
Disponible en:
http://revistas.um.es/analesumciencias/article/viewFile/101851/97021.

1.1.7 Factores que influyen en la produccion de xilitol. Al momento de realizar
el proceso de produccion de cualquier sustancia es importante tener en cuenta
variables que afectan de manera trascendental el mismo, en el caso de la
produccion de xilitol, es importante tener en cuenta los siguientes factores.

57 LIFE. Leading international fungal education. Fungal Infections. Candida tropicalis. Disponible en:
http://www.life-worldwide.org/fungal-diseases/candida-tropicalisl [en linea]
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1.1.7.1 Efecto de latemperatura. Tamburini, Costa, Marchetti y Pedrini®® refieren
que la temperatura es una de las condiciones que requiere mas control en la
velocidad de crecimiento del microorganismo, debido a que con una temperatura
Optima la célula y las enzimas intracelulares logran captar y asimilar la xilosa
necesaria del medio. Segun estudios realizados a bajas temperaturas se tiene una
menor disponibilidad de sustrato, por otro lado; a altas temperaturas posiblemente
se pueden presentar inactivaciones celulares, por lo tanto, se logra un consumo
hasta del 90% de xilosa en un rango de temperatura de 28°C a 37°C, por fuera de
este intervalo disminuye drasticamente el rendimiento de xilitol.

1.1.7.2 Efecto del pH. Segun Carrasco®®, Tamburini, Costa, Marchetti y Pedrini®®
el proceso de fermentacion de la D-xilosa se ve afectado especialmente por el pH,
dado que la velocidad y el volumen transportado de xilosa al interior de la célula
dependen de las variaciones de pH externo. Las levaduras son organismos
acidofilos, debido a que crecen bien en medio acido; cuyo pH se encuentra entre
3,5y 4 pero su umbral de tolerancia esta en el rango de 2,5 a 8; pH que depende
basicamente de la especie de levadura utilizada.

1.1.7.3 Efecto delaconcentracién inicial de xilosa. EL-Baz, Shetaia y Elkhouli®?
determinaron que la formacion de xilitol utilizando levaduras es sensible a la
concentracion de sustrato, de manera que influye directamente en el metabolismo
de la xilosa y la secrecién extracelular de xilitol. Concentraciones de xilosa
extremadamente altas (mas de 200 g / I) pueden reducir la acumulacién de xilitol
debido a que estos aumentos son perjudiciales para el rendimiento, ocasionando
estrés al microorganismo por cantidad excesiva de azlcar en el medio y presion en
las enzimas encargadas de metabolizar la xilosa.

1.1.7.4 Efecto de la oxigenacion. “El oxigeno se considera la condicion mas
delicada para el rendimiento, pues la produccién de xilitol se da bajo condiciones
limitadas de oxigeno. Por otra parte, la actividad del xilitol deshidrogenasa también
se incrementa con la baja concentracion de oxigeno. La produccion de biomasa en
las levaduras generalmente se ve favorecida por la aireacion”.6?

58 TAMBURINI, Elena, et al. Optimized Production of Xylitol from Xylose Using a Hyper-Acidophilic Candida
tropicalis. Ferrara, Italia Jiirg Bahler:, 2015. biom5031979.

9 DOMINGUEZ CARRASCO, op.cit., P.13

80 TAMBURINI, Elena, et al. Op.cit., P.2

61 A, F., EL-Baz, Y. M., Shetaia y R.R, Elkhouli. Xylitol production by Candida tropicalis under different
statistically optimized growth conditions. Sadat, Egypt: Academic Journals, 2011.

62 SCOOG, et al. Effect of Oxygenation on Xylose Fermentation by Pichia stipitis citado por GONZALEZ
HERNANDEZ, Juan Carlos, et al. Produccién y Aplicaciones Biotecnoldgicas del Xilitol. Morelia, México:
Biotecnologia, 2011. Vol. 15 No. 2. 26 p.
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1.1.7.5 Efecto del furfural, glicerol, urea, &cido acético y glucosa. Carrasco®?
enfatiza que los furanaldehidos son compuestos inhibidores que afectan
toxicamente el crecimiento celular de la levadura, inhibiendo la respiracion y la
fosforilacién oxidativa. El glicerol funciona como un intermediario metabdlico,
formado en condiciones de estrés celular, exactamente por un proceso fisioldgico
para la regeneracion de la coenzima NADH, cofactor esencial de la enzima xilosa
reductasa. La urea funciona como fuente de nitrégeno que complementa el medio
de cultivo, alcanzandose mayor produccién de xilitol. El &cido acético es un fuerte
inhibidor del metabolismo de la xilosa, debido a problemas en la absorcién del
sustrato por la célula, inhibiendo de igual manera la actividad de la enzima
intracelular, XR cumple un papel fundamental en la conversion a xilitol, lo mismo
ocurre con la presencia de glucosa en el medio, razén por la cual se logran mejores
resultados en ausencia de esta hexosa, caso de las levaduras del género Candida
particularmente. Algunas levaduras que ingieren glucosa necesitan metabolizarla y
consumirla rapidamente, hasta que se logre una baja concentracion de esta se da
inicio al proceso de metabolismo de xilosa deseado.

1.2 MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

Los materiales lignoceluldsicos se han convertido en fuente importante de estudio,
debido a las propiedades que tienen sus componentes. “La lignocelulosa es el
componente que mayor porcentaje en peso que posee la biomasa”®?; la biomasa
lignocelulosica entendida como el conjunto de residuos de procesos industriales,
agroindustriales, forestales, entre otros; los cuales son generados en grandes
cantidades y desaprovechados al ser generalmente inertizados o eliminados
mediante combustion®®; son residuos que producen problemas medioambientales
al producir gases de efecto invernadero; por lo cual, a través de los afios se han
buscado métodos y diversos procedimientos en los cuales se aprovechen estos
compuestos.

1.2.1 Celulosa. La celulosa es el componente que se encuentra en mayor cantidad
en los materiales lignocelulésicos y también es uno de los componentes organicos
mas abundantes en la Tierra®®. Es considerado un biopolimero ya que forma parte

6 DOMINGUEZ CARRASCO, op.cit., P.13-15

84 DIAZ, J. Sistemas de energias renovables. Energia y agua. Capitulo 5: Aprovechamiento de biocombustibles.
5.6 Procesos de pretratamiento fisicos, quimicos y bioldgicos. Técnico superior en Energias Renovables.
Ediciones Parainfo S.A. 1 Edicion.2015. Espaiia. p. 177. Disponible en:
https://books.google.com.co/books?id=sKROCAAAQBAJ&pg=PA177&dqg=materiales+lignocelulosicos&hl=es
&sa=X&redir_esc=y#v=onepage&q=materiales%20lignocelulosicos&f=false

6 |bid. p.177

6 HERNANDEZ, M. SASTRE, A. Tratado de nutricién. Editorial Diaz de santos. 1999. Capitulo 21. Las sustancias
nutritivas:  grupos y  funciones. Clasificacion de alimentos. p.329. Disponible  en:
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de estructuras bioldgicas vegetales®’, formado por subunidades de D-glucosa,
unidas por B-1,4 glucosidicos, disposicién bastaste rigida, estable®® y ordenada que
le proporciona su inercia quimica®. Posee dos estructuras una cristalina o nativa,
caracterizada por un alto grado de cristalinidad u ordenamiento y de polimerizacion,
por lo cual, es insoluble y otra amorfa o modificada, la cual es soluble y su grado de
cristalinidad y polimerizacion es menor?®.

Figura 6. Estructura quimica de la celulosa.
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Fuente: LEBEDEV, A. La férmula quimica estructural del polimero de
celulosa, ilustracion 2D, vector, aislado en blanco. Disponible en:
https://es.123rf.com/photo_27539074 la-formula-quimica-estructural-del-
polimero-de-celulosa-ilustracion-2d-vector-aislado-en-blanco.html

1.2.2 Hemicelulosa. La hemicelulosa es una estructura compleja y heterogénea
de carbohidratos, su estructura posee diferentes polimeros de pentosas y hexosas,
principalmente D-xilosa, L-arabinosa, D-manosa, D-glucosa, D-galactosa, y acido
D-galacturonico entrelazadas entre si glucosidicamente que aparecen en las
paredes celulares de forma amorfa’®.

https://books.google.com.co/books?id=SQLNJOsZClwC&pg=PA329&dq=celulosa,+hemicelulosa+y+lignina&h
|=es&sa=X&redir_esc=y#v=onepage&q=celulosa%2C%20hemicelulosa%20y%20lignina&f=false

57 MEDINA, M. LARA, L. AGUILAR, C. DE LA GARZA, H. Aprovechamiento de materiales lignocelulésicos para la
produccion de etanol como carburante. Universidad auténoma de Coahuila Blvd. Venustiano Carranza.
Facultad de Ciencias Quimicas. Departamento de Investigacion de Alimentos. 2011. Disponible en:
http://www.posgradoeinvestigacion.uadec.mx/AQM/No0.%206/4.html

6 SANCHEZ, A. GUTIEEREZ, A. MUNOZ, J. RIVERA, C. Produccién de bioetanol a partir de subproductos
agroindustriales lignoceluldsicos. Revista Tumbaga. 2010. [5] 61-91. p.62.

8 HERNANDEZ, M. SASTRE, A. Op.cit,. p. 329.

70 ESPINOSA, F. Obtencién de etanol mediante hidrélisis alcalina, enzimética y fermentacién a partir del
excedente organico del banano variedad Musa paradisiaca. Universidad central del Ecuador. Facultad de
Ingenieria Quimica. Tesis de Grado. Quito, 2013. p. 7

1 bip. p. 8
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Figura 7. Segmento de la estructura quimica de la hemicelulosa.
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Fuente: TAIZ, Lincoln y ZEIGER, Eduardo. Fisiologia vegetal. 1. Universidad
Jaume |. 2006.p. 50

1.2.3 Lignina. La lignina es un hetero polimero amorfo que consta de tres
diferentes unidades de fenilpropano (p-coumaril, coniferil y sinapil alcohol) los
cuales se mantienen unidos por diferentes enlaces; este no es soluble en agua y
dpticamente inactivo’?. “Esta imparte resistencia a la degradacion microbiana de la
madera. La intima asociacion espacial existente entre los polisacaridos y la lignina
dentro de las paredes celulares de la madera provee una barrera protectora que
impide la degradacioén de la celulosa’.

Figura 8. Estructura quimica de la lignina.
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Fuente: TAIZ, Lincoln y ZEIGER, Eduardo. Fisiologia vegetal. 1.
Universitat Jaume |. 2006. p.51.

72SANCHEZ, A. GUTIEEREZ, A. MUNOZ, J. RIVERA, C. Op.cit,. p. 63.
73 ESPINOSA, F. Op.cit,. p. 8.
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1.3 PINA (Ananas comosus)

La pifia es una de las plantas y frutas tropicales mas conocidas de las 2700 especies
agrupadas en 56 géneros de la familia Bromeliaceae’; “conociéndose alrededor de
quince especies Ananas, principalmente: Sativus (sin semillas), Comosus (forma
semillas capaces de germinar), y Lucidus (permite una recoleccion mas facil porque
sus hojas no poseen espinas)’’>.La Ananas comosus es cultivada en regiones
tropicales y subtropicales principalmente para alimento, ya que tiene una alta
demanda tanto en forma fresca como procesada.

1.3.1 Pifia Gold MD2. Este tipo de pifia esta catalogada como una fruta de lujo en
los mercados externos. Presenta un sabor muy dulce y ligeramente acido agradable
al paladar; llega en su maduracion a pesar 1,7Kg aproximadamente, presenta
pencas mucho mas largas que la perolera, no tiene ojos profundos sino mas hacia
lo pando’®. Esta se caracteriza por tener una cabeza acolchada, de color anaranjado
y brillante cuando madura.”” Su fruto es de corteza lefiosa y olorosa, su color es
verdoso, su pulpa es perfumada y carnosa’®. En Colombia a pesar de que se
empez0 a cultivar en grandes cantidades hace pocos afios, se ha posicionado como
una de las mas cosechadas y consumidas.

Figura 9. Pifia Gold MD2.

Fuente: CAMPO VERDE. md2 y cayena. Disponible
en: http://www.campoverdesa.com.mx/products.htmi

74 GARCIA, D. SERRANO, H. La pina, Ananas comosus (L.) Merr. (Bromeliaceae), algo mds que un fruto dulce y
jugoso. Laboratorio de Micropropagacién y Propagacion Vegetal. Departamento de Biologia. Laboratorio de
Biologia Molecular. Departamento de Ciencias de la Salud UAM-I. 2005. p.55 Disponible en:
http://www.izt.uam.mx/newpage/contactos/anterior/n56ne/pina.pdf

75 |bip. p.55

76 LA FINCA DE HOY. Conozca las diferencias entre variedades de pifia oro miel y perolera. 26 de octubre.
Episodio  disponible en: http://noticias.caracoltv.com/la-finca-de-hoy/conozca-las-diferencias-entre-
variedades-de-pina-oro-miel-y-perolera

77 NEIRA, A. MARTINEZ, A. ORDUZ, J. Andlisis del mercado de pifia Gold y Perolera en dos principales centrales
mayoristas de Colombia. Corpoica Cienc Tecnol Agropecuaria. 17(2):149-165. P.151. Mayo-agosto 2016.
Disponible en: http://www.scielo.org.co/pdf/ccta/v17n2/v17n2a02.pdf

78 |bid. p. 151
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1.3.2 Composicién quimica. La Pifia es una fruta rica en agua (Aprox 87% de la
pifia), aminoacidos, carbohidratos (Aprox 11% de la pifia), acidos organicos,
vitaminas y minerales, aportando fibra a la dieta humana, nutrientes que se
observan en el cuadro 2 de manera especifica. “Se considera un alimento digestivo
debido a su ingrediente activo la bromelaina, mezcla entre cinco enzimas
proteoliticas que difieren una de otras por su capacidad de oxidar y reducir
substratos especificos”’®. La cascara y la corona de la pifia estdn conformadas
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina compuestos no aptos para el
consumo humano, pero si potencialmente aprovechables para la obtencién de
productos de valor agregado®°.

Cuadro 2. Composicion quimica y nutricional de la pifia.

Nutriente Composicion
Carbohidratos Fructosa, glucosa y sacarosa.
Vitaminas Tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2),

piridoxina (vitamina B6), biotina (vitamina B7),
retinol (vitamina A), alfa tocoferol (vitamina E),
fitomenadiona (vitamina K), betacaroteno,
caroteno y tocoferol.

Minerales Potasio, magnesio, calcio, fosforo, zinc, cloro,
cobalto, cobre, fldor, hierro, yodo, manganeso,
niquel, selenio y sodio.

Acidos orgéanicos Acido citrico, acido malico, acido ascorbico
(vitamina C), acido nicotinico (vitamina B3) y
acido pantoténico (vitamina B5).

Aminodacidos Acido aspartico, &cido glutamico, alanina,
arginina, cistina, fenilalanina, glicina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina,
serina, tirosina, treonina, triptéfano y valina.

Fuente: LOS ALIMENTOS. Informacion general acerca de la pifia. Disponible en:
http://alimentos.org.es/pina

7 MONROY, J. GRANADOS, J. Disefio y construccidon de una maquina despulpadora semi-automatica para pifia.
Proyecto de grado para obtener el titulo de Ingeniero Mecatrdnica. Universidad de San Buenaventura.
Facultad de Ingenieria. Programa de Ingenieria Mecatrénica. Bogota, D.C., Colombia. 2011. Disponible en:
http://biblioteca.usbbog.edu.co:8080/Biblioteca/BDigital/66021.pdf

80 JIMENEZ, J. Aprovechamiento de Residuos Celuldsicos de pifia para la produccién de Carbdn Activo.
Universidad Veracruzana. Facultad de Ciencias Quimicas. Programa educativo Ingenieria Ambiental. Tesis para
acreditar la Experiencia Educativa: Experiencia Recepcional. Xalapa, Veracruz. Junio 2014. Disponible en:
http://cdigital.uv.mx/bitstream/123456789/37824/1/jimenezbustamantejosemiguel.pdf
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A continuacion, en la tabla 5 y anexo F se muestran los resultados obtenidos en
diferentes estudios de caracterizacibn en cuanto a composicion de celulosa,
hemicelulosa, lignina, entre otros; de partes de la pifia Golden MD2.

Tabla 5. Composicion de la cdscara de pifia seca y molida variedad MD2.

Ensayo resultado
Humedad 7,46%  (x0,01)
Cenizas 4,25%  (£0,01)
Solubilidad en agua fria 29,32% (x0,01)
Solubilidad en agua caliente 30,93% (x0,01)
Solubilidad ciclohexano-etanol 24,74% (x0,02)
Lignina 9,05%  (x0,02)
a-celulosa 41,19% (+0,01)
Holocelulosa 65,61% (+0,01)
Xilano 28,40 g/L (+0,04)

Fuente: AMADOR, K. CARRILLO, O. ALVARADO, P. VEGA, J. Obtencion de xilosa
a partir de desechos lignocelulésicos de la produccion y proceso industrial de la
pifia (Ananas comosus). Revista Uniciencia 26. p 75-89. Costa Rica. 2012.

En el estudio realizado en la ciudad de San José, Costa Rica, llamado Metaanalisis
de los subproductos de pifia (Ananas comosus) para la alimentacién animal, se
determind la composicion nutricional de la planta de pifia y sus partes, como se
observa en la tabla 6.

“En el caso de los valores obtenidos para la celulosa y la hemicelulosa, se recopild
informacién determinada bajo dos metodologias diferentes, para los analisis
bromatoldgicos se utilizd la metodologia de Van Soest y Robertson (1985) y en los
trabajos con énfasis en la industria textil, papeleria o de obtencién de etanol o
metanol, se utilizé la metodologia descrita por Updegraft (1969) y Deschatelets y Yu
(1986). En el caso de obtener un efecto significativo, segun la parte de la planta, se
realizé la prueba de Waller (p<0,05) para la agrupacion entre las medidas segin su
significancia™!.

81 Herrera, M. WingChing, R. Rojas, A. Meta-anélisis de los subproductos de pifia (Ananas Comosus) para la
alimentacion animal. Lépez et al. Subproductos del cultivo de la pifia. 2014. Disponible en:
http://www.scielo.sa.cr/pdf/am/v25n2/a16v25n2.pdf
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Tabla 6. Composicion nutricional de la planta de pifia segun la parte analizada y el
estado del material. San José, Costa Rica. 2011.

Composicién nutricional®

Parte de la planta  MS PC FDN FDA Celu- Hemice- Ligni- CNF  Ceni- NDT EN, EN,

(%) losa lulosa na Zas (%)

% MS (Mecal/kg MS)(3X)

Observaciones 175 177 150 148 42 53 91 114 140 50 46 46
Planta entera 252be  Tobe 608ab 347b  377b 2993 6.6bc  219b¢  T3be 638ab 139 0.92a
Rastrojo 150c  10,lab 534bc 326b 258 17.3b 34c 247bc 95b  628ab  137abc  082ab
Corona 170be 11,0a 593ab 355b  59.0a 7.5b 33¢  228bc 79 6b6a 14dab  09la
Tallo 3026 37de  d62c  207c - 53be  459a  3dde - -
Raices 59.1a 25 709 606a - 1752 102¢  159a - -
Ciscara vy pulpa 295bc 82abc 639ab 343b 222 27.7a 47be  176¢c  88be  602b  133bc  085bc
Pulpa 519a  59d 532bc 237c  254e 29,54 53be  122¢ 3,0de - -
Ciscara 266bc 69bcd 348bc 208¢ 10,14 5.8¢ 78b  375ab  52¢d  592b  131c 0.71c
Corazdén 219 2le - - 0.7e - -
Estado del material
Seco 7892 62c¢ 645 298¢ 27.0a 32.6a 73a  182a 52¢ 617a 136a  0.78ab
Ensilado 1576 100a 57.1b 346a 257a 17.1b 36b 233a 99 633a  138a 0.83a
Fresco 154b  91b 567b 324b 24.2a 17.6b 49 229a 78b 6l.la 135b 0.74b

*MS= materia seca, PC= proteina cruda, FDN= fibra detergente neutro, FDA= fibra detergente dcida, CNF= carbohidratos no fibrosos,

NDT= nutrientes digestibles totales, EN = energia neta para lactancia; EN = energfa neta para ganancia.
Letras diferentes en una misma columna difieren significativamente (p<0,05).

Fuente: Herrera, M. WingChing, R. Rojas, A. Metaanalisis de los subproductos

de pifia (Ananas Comosus) para la alimentacién animal.

Subproductos del cultivo de la pifia. 2014.

Lépez et al.

1.3.3 Produccidon nacional. La pifia es la segunda fruta tropical mas importante
en el mundo, las altas productividades del cultivo dependen principalmente del éxito
que se tenga en el manejo de cada uno de los factores controlables, asi como en el

manejo de plagas y enfermedades®2.

Colombia es el segundo pais a nivel

Suramérica en produccién de pifia después de Brasil como se puede observar en la
Grafica 1, reportando una produccién de aproximadamente 500 miles de toneladas

en el afo 2010.

82 OLMOS, A. Gobernacién de Casanare. Cadena regional de pifia departamento de Casanare 2015.
Secretaria de Agricultura Ganaderia y Medio Ambiente. P. 3
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Grafica 1. Produccion mundial Pifia por paises.
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Fuente: FAO

“Al revisar las exportaciones de pina por partida arancelaria, se encuentra que la pifa
fresca representa el 66% del total de pifia exportada y el 1,5% del total de toneladas
de frutas y hortalizas exportadas. El 34% restante de las exportaciones, segun cifras
del 2013 corresponden principalmente a las demas pifias tropicales (Ananas)
preparadas o conservadas de otro modo (129,6 ton), pifias tropicales (Ananas), en
agua con adicién de azlcar u otro edulcorante, incluido el jarabe, preparadas o
conservadas de otro modo (97,3 ton) y compotas, jaleas y mermeladas de pifas
tropicales (Ananas), obtenidas por coccion, incluso con adicion de azlcar u otro
edulcorante (78,5 ton)”ss.

“La pifia en Colombia ocupa el tercer puesto en produccion de frutas con una
produccion anual promedio de 400.000 toneladas después de la produccion de
citricos con una produccion anual de 500.000 toneladas, segun informes del
DANE"84,

8 |bid. p. 5
8 Ibid. p. 7.
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Figura 10. Participacion (%) del &rea agricola dedicada a cultivos de frutas en
el area rural dispersa censada.

Banano Comun

Citricos

Otros frutales

Otras frutas: agraz, albaricoque, arandano, borojo,
brevo, caimo, cereza, durazno, datil, fresa,
frambuesa, granadilla, guamo, guanabana, lulo,
macadamia, etc.

Fuente: MIN AGRICULTURA, DANE, 3 CENSO NACIONAL
AGROPECUARIO. Censo Nacional Agropecuario 2014. Inventario
agropecuario en las unidades de produccion agropecuario (UPA). Disponible
en: https://www.dane.gov.co/files/CensoAgropecuario/avanceCNA/PPT_9.pdf

Siendo la pifia Gold MD2 la de mayor interés y que a través de los afios se ha venido
posicionando como una de las de mayor produccién por su sabor, consistencia y
durabilidad, ademas de ello, las plantas son de rapido crecimiento y rapida
obtencion de la fruta comercial, posee buen manejo postcosecha®; Rémulo Villaroel
afirma, “su sabor es mucho mas dulce y es manejable técnicamente. No es muy
vulnerable a plagas ni enfermedades de suelo como las otras variedades”®.

85 LOPEZ, L. RINCON, N. Estandarizacién de un método de extraccién de zumo de pifia. Universidad tecnoldgica
de Pereira. Facultad de tecnologia. Programa de especializacién en procesos industriales agroalimentarios.
Pereira, Colombia. 2016. Disponible en:
http://repositorio.utp.edu.co/dspace/bitstream/handle/11059/7390/664804774B928.pdf?sequence=1

8 Diario EL COMERCIO. Una pifia extra dulce es la mas cotizada. 26 de febrero 2011. Disponible en:

http://www.elcomercio.com/actualidad/negocios/pina-extradulce-mas-cotizada.html.
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1.4 METODO ACIDO 3,5 DINITROSALICILICO (DNS) PARA LA
DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

Segun Miller®” el método DNS consiste en una reaccion redox entre el reactivo DNS
y los azlcares reductores presentes en la muestra de interés, este método prueba
la presencia de grupos carbonilos libres.

El reactivo DNS esta formado por acido dinitrosalicilico, el cual actia como oxidante,
Sal de Seignette (Tartrato sodio-potasio), la cual evita que el oxigeno se disuelva
en el reactivo e hidroxido de sodio el cual, regula el medio a condiciones alcalinas
para que ocurra la reaccién de 6xido-reduccion®. El método se fundamenta en la
reduccion del acido 3,5 dinitrosalicilico en presencia de azucares reductores y
exposicion al calor a acido 3-amino, 5-nitrosalicilico, compuesto cuya méaxima
absorcién se presenta a una longitud de onda de 540 nm, longitud donde la
concentracion de azlcares reductores es proporcional al valor de absorbancia, de
tal forma que a mayor concentracion de azucares se presenta mayor intensidad de
coloracion de la muestra.

Figura 11. Reaccidén Redox entre azucares reductores y reactivo DNS.

i i :
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Fuente: ENZINETICUPIIG. Bradford y DNS: Acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). [en
linea]. Disponible en: https://sites.google.com/site/enzineticupiig/bradford-y-dns.
Citado el 15 de abril de 2017.

8 MILLER, G. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar, 1959. Anal.Chem. 31: P.
426-428.

8 BELLO, Daniel., CARRERA, Emilia y DIAZ, Yuset. Determinacién de azlcares reductores totales en jugos
mezclados de cafa de azucar utilizando el método acido 3,5 dinitrosalicilico. Cuba: Instituto Cubano de
Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azlcar, 2006. Disponible en:
http://www.redalyc.org/pdf/2231/223120664006.pdf
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2. OBTENCION DE MUESTRA DE PINA

La variedad de pifia seleccionada para la obtencidén de la muestra, fue la MD2 méas
conocida como pifia oro miel o Golden, hibrido que se caracteriza por su contenido
de azlcares, agradable sabor y aroma dulce, razon por la cual se ha venido
posicionando como una de las de mayor demanda en territorio colombiano y la mas
cotizada en el mercado externo; principalmente para la venta como “fruta lista para
consumir” en puntos informales, cuya comercializacion es especialmente en 3
presentaciones para consumo fresco, picada, en rodaja y jugos o néctares.

Figura 12. Ananas comosus variedad MD?2.

Fuente: OLMUE, pifia MD2 (oro miel). [en linea]. Citado
el 24 de mayo de 2017. Disponible en:
http://www.olmue.com.co/producto-insumo/materia-
prima-pina-oromiel/

2.1 MADURACION CUALITATIVA

“La pifia no es una fruta climatérica (es decir, madura después de ser cosechada),
posee dos fases de maduracion: 1) Fisioldgica, que se realiza durante los procesos
normales en la planta; y 2) Organoléptica, que es una restructuracion metabdlica y
quimica que se realiza dentro del fruto, la denominacion de organoléptica se
determina por la influencia en los sentidos el color, sabor, olor y textura.”8®

El color de la cascara es la principal sefial del estado de madurez de la fruta, segun
la norma NTC 729-1°, determinado sin la destruccién del fruto, la maduracion
organoléptica de esta inicia con el cambio de tonalidad de verde a amarillo que
comienza en la base de la pifia y avanza hasta la corona, “los cambios de color se

89 SERRATO, Liliana. pardmetros de comercializacién de la pifia md2 en los principales mercados hondurefios,
2013. Disponible en: http:// http://pronagro.sag.gob.hn/dmsdocument/3360

% INCONTEC. Norma técnica colombiana, NTC 729-1: frutas frescas. Pifia. Especificaciones, Bogota, D.C. 1996.
P4,
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deben a procesos de degradacién, consecuencia de la descomposicion de la
clorofila, disminuyendo gradualmente hasta desaparecer”?. “A un incremento de la
sintesis de pigmentos de color amarillo, naranja y rojo, carotenoides y antocianinas
que le dan un aspecto mas atractivo a la pifia.”®?

El desarrollo de fruticulos es también un indicador del grado de madurez, a medida
que esta se va dando los fruticulos adquieren una apariencia plana. Estos dos
factores de maduracion son los que se tienen en cuenta con respecto a la cascara.

2.1.1 Maduracion por color de cascara. A continuacion, en la figura 13 se
observa la gama de maduracion de la cascara de la ananas comosus.

Figura 13. Grados de maduracién de la Ananas comosus.

Totalmente i % de % de % de . < Totalmente
verde . B maduracion maduracion maduracdén sotal madura

Fuente: MASSEY. Pifia tropical, Ananas, escala Traslucidez, escala colores,
citado por SERRATO, Liliana. parametros de comercializacién de la pifia md2 en
los principales mercados hondurefios, 2013. Disponible en:
http://pronagro.sag.gob.hn/dmsdocument/3360

91 RODRIGUEZ, Sandra y PARRA, Henry. Manejo potcosecha y evaluacién de la calidad para la pifia (ananas
comosus). Que se comercializa en la ciudad de Neiva. Trabajo de grado ingeniero agricola. Neiva: Universidad
surcolombia. Facultad de ingenieria, 1994. 20 p.

92 TAIN; Yelene, GARCIA; Annia y PADRON, Jesus. Estudio de la variacién del indice de color durante la
conservacion de la pifa variedad cayena lisa a temperatura ambiente. Habana, Cuba: 2011, revista ciencias
técnicas agropecuarias, vol 20.
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De acuerdo con la figura 13 se establecio para la obtencion de residuos un grado
de maduracion 4 a 5; ¥ de maduracién a menos de la maduracion total, grado de
inclinacion preferencial de venta en los puntos de adquisicién, maduracién donde
se encuentra una adecuada concentracion de azlUcares que se desarrollan
consistentemente con el paso del tiempo. “% es aquella en la que la coloracién
amarilla cubre del 51-80% de la superficie del cuerpo de la fruta™2,

Segun la norma NTC 729-1 la coloracion seleccionada se reconoce porque “en el
grado 4, la zona basal presenta mayor cantidad de ojos de coloracion amarilla con
visos anaranjados y muestra ademas ojos de color verde con leves tonos amarillos
en la zona media y de la corona, en el grado 5 la zona basal y media se aprecia una
coloraciéon amarilla con visos anaranjados. En la zona de la corona aumenta la
cantidad de ojos color verde amarillento” %4 .

Previamente a la obtencion se descartaron los grados 0 a 3y 6. Los grados de 0 a
3 indican una pifia verde o de ligera maduracion, cascara que no es viable debido a
su temprana recoleccion, lo que la hace propensa a presentar problemas de
pudricion, oscurecimiento, dafio en los fruticulos, presencia de mohos, dafios
fisiolégicos y dafios mecéanicos; igualmente el grado 6, que indica pifia totalmente
madura, préxima a etapa de senescencia, cascara que no se escogio para evitar
una rapida descomposicion.

El estado de madurez de la pifia se puede confirmar por medio del contenido minimo
de solidos solubles totales expresados como grado Brix, como se observa en la
tabla 7. Para los grados seleccionados los grados brix se deben encontrar en un
intervalo de 13,6 a 15,1

Tabla 7. Contenido minimo de solidos solubles expresado como grado Brix (°Brix).

Grado 0 1 2 3 4 5 6
°Brix 9,3 11,0 12,6 13,2 13,6 14,1 14,5
(Min)

°Brix 11,5 12,9 13,5 13,8 14,3 15,1 15,6

(Max)
Fuente: INCONTEC. Norma técnica colombiana, NTC 729-1: frutas frescas. Pifa.
Especificaciones, Bogota, D.C. 1996. P 6.

9 SAGARPA ASERCA. Pliego de condiciones para el uso de la marca oficial México calidad suprema en pifia.
Citado el 24 de mayo de 2017. Disponible en:
http://www.mexicocalidadsuprema.org/assets/galeria/PC_029_2005_Pina.pdf

% INCONTEC, OP.Cit., P. 5

% INCONTEC, OP.Cit., P. 6
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2.1.2 Fruticulos. Méas conocidos como bréacteas o “ojos” de la cascara de la pifia,
es importante tener en cuenta este factor para determinar la maduracion deseada
de esta y asi proceder a la adquisicion de sus residuos, se establecio que estos se
deben encontrar practicamente aplanados y grandes, como es comun observarlos
en las pifias maduras. En pifias verdes los fruticulos presentan puntas salidas
similar a las espinas, mientras que en piflas maduras estas espinas ya tienen la
apariencia de pequeiias hojas secas adheridas a la piel de la pifia que han perdido
firmeza, las cuales se secan perdiendo la coloracion verde y tornando a amarillas
palidas, todos los ojos se encuentran amarillos con remanentes de coloracion verde
alrededor de estos.

Figura 14. Apariencia de los fruticulos en la maduracion establecida para la
obtencion de residuos de cascara de la Ananas comosus (grado 4 a 5).

Fuente: MASSEY, Vincent. Pifia tropical, Ananas, escala Traslucidez, escala
colores. [en linea]. Citado el 24 de mayo de 2017. Disponible en:
http://vmasseyors.blogspot.com.co/2011/12/pina-tropical-ananas-
escala.html
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Figura 15. Comparacion de fruticulos de grado de madurez 1 a 6.

Fuente: BANACOL, Manual de buenas practicas agricolas para la
produccion de pifia en costa rica [en linea]. Citado el 24 de mayo de 2017.
Disponible en: http://cep.unep.org/repcar/proyectos-demostrativos/costa-
rica-1/publicaciones banacol/Manual%20BPA%20Banacol.pdf

2.2 OBTENCION DE RESIDUOS Y MUESTREO

A continuacion, se describe el proceso de obtencién y el plan de muestreo para la
adquisicién de los residuos directamente del punto de venta, muestra seleccionada
utilizada en su totalidad para llevar a cabo su completo secado, molienda y
tamizado. Para iniciar el analisis de composicion quimica y la respectiva
transformacion fisicoquimica que comprende las etapas de la produccion de xilitol,
se realiza una técnica de muestreo por cuarteo.

2.2.1 Proceso de obtencion. Los residuos de la pifia, exactamente cascara, se
adquirieron en la zona comercial de san Andresito San José de la ciudad de Bogota
D, C., estos se obtuvieron al azar de puestos ambulantes presentes en la via publica
de venta de frutas sin su corteza listos para consumir. Se encargaron a los
vendedores de estos tenderetes, para que los residuos de pifia fueran reunidos en
bolsas aisladas de los residuos de otras frutas, recogidos entre las 9a.m-11:00 a.m.,
horario de mayor venta de estos productos y rango de tiempo adecuado para que
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no tengan una larga exposicion a microorganismos y se presente una acelerada
degradacion; la obtencién de los residuos se desarrolla durante cuatro dias.
Posteriormente se realiza un muestreo selectivo, escogiendo material que cumplia
con caracteristicas bien definidas en cuanto a maduracion y excluyendo los residuos
inadecuados. Logrando obtener un peso total de 7 kg, cdscara que cumplia con
todas las condiciones y parametros de seleccion, posteriormente se picd en
pequefios pedazos para facilitar su secado.

Imagen 1. Puntos de obtencion de residuos de Ananas comosus.
I . - -' 7 ‘ = r/
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2.2.2 Muestreo. Para la seleccion de la muestra se debe tener en cuenta el
conocimiento claro de la fuente de obtencion, las cascaras provienen del mercado
de alimentos consumidos al por menor, exactamente de alimentos de venta en la
via publica de un producto primario como es la pifia.

Se lleva a cabo un muestreo selectivo, se escogen las cascaras cuyas
caracteristicas corresponden a una pifia MD2 madura, de grado 4 o 5y de bracteas
planas, ademas de ello se verifica que las cascaras recogidas se encuentren sanas,
es decir, no presenten estado de descomposicion, dafios por insectos, heridas,
malos olores, libres de humedad externa anormal, con el fin de prevenir la presencia
y crecimiento de microorganismos indeseados, evitando un rapido deterioro
microbiologico o una posible fermentacion indeseada. Esta inspeccion se realiza
con ayuda de los sentidos (olfato, tacto y vista).

Se prefiere un tamafio de muestra de mas de 5 kg, debido a la heterogeneidad del
alimento del que proviene y a las pérdidas de masa que se presentan en el proceso
de conservacion y reduccion de tamafio.

En el cuadro 3 se presentan las etapas del muestreo y la preparacion de la muestra
propuestas por Greenfield y Southgate®, que se llevan a cabo para dar inicio al
secado.

Cuadro 3. Etapas de muestreo y preparacion de muestra.
Etapa Descripcion
1. Muestra primaria Corresponde a la totalidad de cascara
de pifia MD2 recogida al azar del
conjunto total de residuos en cada
punto de venta.

2. Muestra reducida La muestra recolectada en cada punto
de venta es reducida mediante
muestreo selectivo, obteniendo la
cascara que cumple con el grado y
caracteristicas de maduracion.

% GREENFIELD Y SOUTHGATE. Datos de composicion de alimentos. Obtencién, gestién y utilizacién. 2 ed.
Roma: traduccién espafiola FAO, 2006. P 81.
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Cuadro 3 (continuacion).
Etapa Descripcion
3. Muestra compuesta Se combinan las muestras reducidas de
cada punto de venta, formando una
mezcla de residuos de cascara MD2
gque cumple en su totalidad con los
requisitos de maduracion e higiene.

4. Muestra de laboratorio Se obtiene un total de 7 kg de muestra,
que es llevada al laboratorio para iniciar
el proceso de secado en mufla y
posteriormente realizar el proceso de
molienda y tamizado.

5. Muestra analitica Consiste en la muestra obtenida por
técnica de cuarteo, a partir de la
muestra  de tamafio uniforme
previamente seca y molida, siendo un
tamafio de muestra de 23g para la
caracterizacion quimica y 90g para la
produccion de xilitol en escala
laboratorio.

2.2.3 Almacenamiento y conservacion de muestra. El secado y la molienda son
procesos de acondicionamiento que buscan la proteccion de la muestra de manera
eficiente. Debido a que el analisis quimico y la transformacion de la muestra no es
posible realizarla el mismo dia de su obtencién, es necesario conservarla
adecuadamente para evitar cambios en su composicién por accion de enzimas
hidroliticas y microorganismos, estos ultimos crecen principalmente por la presencia
de agua, razon por la cual es viable la realizacion de un secado extenso de la
muestra.

El almacenamiento de la muestra previamente seca, molida y tamizada se realiza
por tamafo de particula en frascos de vidrio, cerrados y esterilizados, que se llevan
a refrigeracion a una temperatura aproximada de 4°C, ofreciendo una proteccion
adecuada contra la contaminacion exterior.
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2.3 TECNICA DE MUESTREO POR CUARTEO

La muestra analitica, la cual es representativa de la totalidad del conjunto de
residuos recogidos, es obtenida mediante muestreo por cuarteo; técnica utilizada
para lograr la cantidad necesaria de muestra molida y tamizada, destinada a la
caracterizacion quimica y al pretratamiento basico.

Segun Greenfield y Southgate®’ los lotes de muestras en piezas pequefias (harina,
arroz, legumbres, frutos pequefos, mezclas de unidades cortadas), como es el caso
de los residuos de cascara que se encuentran en estado harinoso, se reducen
mediante cuarteo, cuyo principio es que la cuarta parte es representativa del todo
para fines de analisis.

Figura 16. Procedimiento para la elaboraciéon de la muestra analitica por medio de
cuarteo diagonal.

A B | FJ ....... ......
E?”F B

Fuente: RIVERA, Luisay GARCIA, Silvana. Actualizacién del manual del laboratorio
de analisis de alimentos del programa de tecnologia quimica de la universidad
tecnoldgica de Pereira. Trabajo de grado tecnéloga quimica. Pereira: Universidad
Tecnoldgica de Pereira. Facultad de tecnologia, 2010. 29 p.

Con la totalidad de la muestra de cascara molida y tamizada “se forma un montén
uniforme sobre una superficie limpia e inerte y se revuelve varias veces con ayuda
de una espatula, después de ello, se aplana el montén en forma de figura simétrica
y se divide en cuatro segmentos iguales; tomando dos segmentos opuestos y
retirando los otros dos. Los segmentos seleccionados (A y D) se mezclan
nuevamente y se reducen de la misma manera; proceso repetitivo hasta obtener la

% |bid., P. 237
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cantidad de muestra deseada”’®® 23g y 90g para la caracterizacion quimica y
obtencion de xilitol respectivamente.

A continuacion, en la imagen 3 se observa el método de cuarteos diagonales para
la elaboracion de la muestra analitica. Esta técnica necesita la realizacion de un
secado completo de los residuos de cascara previo a su realizacion para tener un
minimo contenido de humedad y lograr una reduccion de muestra eficiente.

Imagen 3. Proceso de reduccion de muestra de cascara de pifia acondicionada por
técnica de cuarteo.

%8 bid., P. 237-238
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3. METODOLOGIA

La metodologia experimental consta basicamente de 4 procesos, una adecuacion
de los residuos de la pifia, caracterizacion de los mismos, hidrdlisis de xilanos y
bioconversion de xilosa a xilitol. A continuacion, en el Esquema 1, se muestra el
diagrama de proceso experimental para la produccion biotecnoldgica de xilitol a
partir de residuos de pina.

Esquema 1. Diagrama de flujo del proceso experimental.
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3.1 PRETRATAMIENTO FiSICO

Previamente al proceso de caracterizacion de los residuos de la pifia, es necesario
realizar un pretratamiento fisico, que consta de un secado y una molienda, con los
cuales se obtiene una muestra con facilidad de manejo para los procesos
posteriores, ya que la fibra tendrd una humedad relativamente baja, logrando que
no afecte los procesos quimicos; igualmente se obtendra un tamafio de muestra
menor, facilitando la accion de sustancias quimicas como las utilizadas en la
caracterizacion y deslignificacion; esto también beneficiara a la enzima, la cual,
tendra mejor area de contacto y accion en el proceso de hidrolisis enzimatica, etapa
de mayor importancia.

3.1.1 Secado. Antes de iniciar el secado, es necesario realizar un lavado de los
residuos adquiridos en cada punto para remover posibles contaminantes, luego los
7 kg de cascara de pifia obtenidos se pican en pedazos parcialmente pequefios y
se llevan a secado directo por medio de una mufla K114, marca Thermo Scientific y
referencia 50047063, equipo en el cual se facilitara el control preciso de la
temperatura y el espacio de trabajo, debido a su amplitud. El secado se realiza a
una temperatura de 80 °C, temperatura recomendada para secar tejido vegetal,
aguella que asegura la eliminacion de humedad; cuidando de no provocar
descomposicion térmica, a temperaturas menores puede quedar humedad y a
temperaturas mas elevadas se puede ocasionar una posible termdlisis, reaccién
que provoca descomposicion indeseable en el material por excesos de calor®®. El
secado se realiza por una duracion de 10 horas por 3,5kg de residuos; cuyo fin es
remover la mayor humedad posible de la fibra y asi manejar pesos practicamente
secos, logrando una mayor exactitud y reaccion en cada proceso.

3.1.2 Molienda y tamizado. Posteriormente al secado, se somete la fibra
resultante a un proceso de molienda, haciendo uso de un molino de matrtillos
(Siemens, motor 1LF3, 2 HP, 1710 RPM), con el objetivo de obtener un tamafio de
particula menor de los residuos y favorecer el contacto entre el sustrato y las
sustancias quimicas y biologicas que se utilizan. Posteriormente, se procede a
conocer el tamafio de particula obtenido de la fibra, pasando la muestra por un
equipo de tamizado Pinzuar.LTDA, modelo P534, serie 15.1, voltaje de 110V. El
tamizado consiste en una serie de mallas de tamices N° 18, 20, 35, 40, 45, 50, 60,
80 y 100; formadas por orden de tamafio y adicion de una malla final en los fondos
hasta conseguir en cada malla una muestra homogénea.

% RUIZ, N., et al. Laboratorio de calidad de maiz y analisis de tejido vegetal. México, D.F: CIMMYT, 2012. P 4.
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Se utiliza 9 mallas de tamices con el fin de conseguir un tamafo de fibra adecuado
y uniforme, se toma el referente de un tamafio de particula <0,6mm ya que diversas
investigaciones realizadas, aseguran que “existen diferencias significativas al
utilizar tamafos de particulas entre 0,6mm y 1,18 mm, obteniéndose mayor
liberacion de azucares durante la hidrdlisis al utilizar 0,6mm como tamafo de
particula, esto se debe a que el proceso de molienda y pretratamiento del material
vegetal permite incrementar la accesibilidad al sustrato, por el aumento del area de
superficie disponible para la enzima; por lo tanto al disminuir el tamafio de las
particulas aumenta el area de superficie especifica y aumenta la liberacion de
azUcares durante la hidroélisis enzimatica”.

3.2 CARACTERIZACION DE RESIDUOS

Se toma fibra de un tamafio aproximado de 0,3-0,425 mm (obtenido en tamiz 40/45)
y se realiza el muestreo por cuarteo descrito anteriormente, técnica repetitiva hasta
obtener 23 gramos que es la cantidad necesaria para la realizacion de la
caracterizacion quimica. El andlisis comienza con la determinacion de humedad,
dado que es importante conocer el contenido en la fibra para realizar las pruebas
posteriores. Después de ello, se somete la fibra a extraccibn de compuestos
lipofilicos e hidrosolubles, ya que para la determinacion del contenido de
biopolimeros es necesario que la fibra esté libre de todo tipo de extracto. Se
continua con el analisis de lignina soluble e insoluble en acido, y por ultimo el analisis
de holocelulosa y celulosa. Este analisis cuantitativo se realiza con el fin de emitir
criterios de seleccion del pretratamiento y tener un prospecto del rendimiento de
xilosa a obtener.

La caracterizacion quimica de la materia prima, para obtener el porcentaje de
humedad, extraibles, lignina, holocelulosa y celulosa se realiza utilizando la
metodologia de normas, NMX-F-083, TAPPI 204 0s-76, TAPPI 222 om-02, ASTM
D1104 Y ASTM D1103-60 respectivamente.

3.2.1 Determinacion de humedad. Este analisis se realiza segun la metodologia
de la norma NMX-F-083 %1, a continuaciéon, se describen los instrumentos
necesarios y el procedimiento a realizar. El porcentaje de humedad se calcula
haciendo uso de la ecuacion 1.

Muestra: Se tomaron 12,4 g de pifia seca, previamente molida y tamizada por medio
de un tamiz No. 40 y 45.

Previamente se lleva el crisol vacio a la mufla a 105 °C + 0.5 por una hora, este se
deja enfriar en desecador por 20 minutos. Se coloca la muestra de pifia en el crisol,

100 NINO, L. ACOSTA, A. GELVES, R. Op cit,. P 317-318.
101 NMX-F-083.Normas Mexicanas. Alimentos. Determinacidn de humedad en productos alimenticios, 1986.
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llevdndose a la mufla a 105 °C + 0.5 durante 2 horas, se traslada hacia un desecador
por 20 minutos y se pesa el conjunto (muestra y crisol). Se repite el procedimiento
anterior para el conjunto del crisol con la muestra introduciéndolo a la mufla con
calentamientos de 2 horas hasta obtener peso constante.

Ecuacion 1. Porcentaje de humedad.

peso del agua contenida
%Humedad = * 100
peso de la muestra

3.2.2 Determinacion de extraibles. La determinacion de extraibles se realiza
segln la metodologia de la norma TAPPI 204 0s-76 descrita por Fonsecal®?. El
porcentaje de extraibles se calcula haciendo uso de la ecuacién 2.

Muestra: Se tomaron 7,5 g de pifia seca, previamente molida y tamizada por medio
de un tamiz No. 40 y 45, con humedad conocida.

Se deposita la muestra en un dedal de extraccion, el cual se coloca en un equipo
de extraccion tipo Soxhlet con una mezcla de 200 mL de hexano y 150 mL de etanol,
el cual funciona como solvente, se ajusta la llama de tal forma que recircule el
solvente 3 veces por hora, es decir, cada 20 minutos. Después de aproximadamente
4 horas, el solvente se evapora en un 95% y se transfiere la muestra sin extraibles
a un crisol de peso conocido. Se seca en la mufla a 105 °C + 3°C durante 4 horas.
Se saca la muestra y se transfiere a un desecador por 20 minutos, se pesa y se
continta secando hasta peso constante.

Ecuacion 2. Porcentaje de extraibles.

%Extraibles
peso seco de la muestra — peso seco de la muestra sin extracto

— x 100
peso seco de la muestra de pifia

3.2.3 Determinacién de lignina insoluble en acido y lignina soluble en acido.
La determinacién de lignina insoluble en acido se realiza siguiendo la metodologia
de la norma TAPPI® T 222 om-02. El contenido total de lignina es la suma de los
contenidos &cido-solubles y acido-no solubles.

102 FEONSECA MALDONADO, Mario Roberto. Determinacidn de la composicién quimica de la madera de pino
candelillo (pinus maximinoi h. e. moore) procedente de la finca rio frio, tactic, alta verapaz. Trabajo de grado
ingeniero quimico. Guatemala: Universidad de san Carlos de Guatemala, Facultad de ingenieria, 2006. 70 P.

103 TAPPI. Acid-insoluble lignin in wood and pulp. T 222 om-02. 2006
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3.2.3.1 Ligninainsoluble en 4cido. Mas conocida como lignina klason, la cual se
calcula empleando la ecuacién 3.

Muestra: Se tomaron 500 mg de pifia seca, previamente molida y tamizada por
medio de un tamiz No. 40 y 45, libre de extraibles y con humedad conocida.

La muestra de fibra se somete a una hidrdlisis acida con 5 mL de H2SOas al 72 % a
30°C durante 1 hora. Después se diluye con agua destilada hasta obtener una
concentracion de H2SOa4 al 4%, introduciéndose a bafio de maria durante 1 hora a
110°C, se deja enfriar y reposar. Se filtra la suspension en papel filtro previamente
tarado contenido en un filtro de kitasato haciendo uso de bomba de vacio. El
hidrolizado se guarda para posterior analisis de lignina soluble en acido. Se lava el
filtro con agua destilada hasta pH neutro y seca durante 4 horas a 100 °C, el peso
final es la lignina insoluble en acido.

Ecuacion 3. Porcentaje de lignina insoluble en acido.

S , . peso de lignina
Lignina insoluble en acido (%) = x 100 %
peso seco de la muestra

3.2.3.2 Lignina soluble en acido. Este analisis se realiza siguiendo la
metodologia propuesta por la NREL (Laboratorio Nacional de Energia Renovable)
y empleando la ecuacion 4, basado en la norma TAPPI UM 250, adaptada por
Triana.1%4

Muestra: Hidrolizado obtenido en analisis de lignina insoluble en acido.

Haciendo uso de un espectrofotometro se mide la absorbancia a 205 nm del
hidrolizado obtenido durante el analisis de la lignina Klason. Para el blanco se
prepard una solucion de 4 % (m/m) de H2SOa4. Se determina la media de varias
mediciones de absorbancia.

Ecuacioén 4. Porcentaje de lignina soluble en acido.

(A xV)

% Lignina soluble en acido = Ex—m)

104 chemical Analysis and Testing Laboratory Analytical Procedures. National Renewable Resource Laboratory
citado por TRIANA CARANTON, Cristian Fernando. Produccién de etanol a partir de residuos provenientes del
cultivo de café. Trabajo de posgrado, maestria ingeniero quimico. Manizales: Universidad nacional de
Colombia, 2010, 25 P.
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Donde:

A = Absorbancia a 205 nm (AU)

V = Volumen final del filtrado (hidrolizado) (mL)
¢ = Coeficiente de extincion (1100 mL*AU/qg)

m = Peso de la fibra seca inicial (g)

La anterior ecuacion obedece a la ley de Beer-Lambert, expresion que relaciona la
absorcién de luz con las propiedades de la muestra (hidrolizado), la absorbancia
de la muestra a 205 nm depende de la cantidad de especie absorbente con la que
se encuentra la luz al pasar por la muestra, por lo tanto es necesario relacionar el
volumen total de filtrado y el peso seco de la fibra analizada; que a su vez se
relacionan con el coeficiente masico de absorcién, mas conocido como coeficiente
de extincion, cuyo parametro define la intensidad en que la muestra absorbe la luz
a cierta longitud de onda por unidad de masa. La lignina presenta un coeficiente de
extincion molar de 1100 mL*AU/qg.

3.2.4 Determinacion de holocelulosa. La determinacién de holocelulosa se
realiza siguiendo la metodologia de la norma ASTM D1104, conocida como método
de clorinacién, descrito por Prinsen %, La determinacién del porcentaje de
holocelulosa se lleva a cabo haciendo uso de la ecuacion 5.

Muestra: Se usan 2.5 g de pifia seca, previamente molida y tamizada por medio de
un tamiz No. 40 y 45 libre de extractivos.

A la muestra se agregan 80 mL de agua destilada caliente, 0.5mL de acido acético
y 1 g de clorito de sodio. La mezcla se calienta en bafio de maria a 70°C durante 1
hora en constante agitacion, cumplido este tiempo se agrega nuevamente 0.5mL de
acido acético y 1 g de clorito de sodio y asi sucesivamente cada hora. Hasta
completar un total de 6 veces adicionados los dos reactivos incluyendo la adicion
inicial. La suspensiéon se filtra y lava con acetona y agua para posteriormente
secarla, el peso final es la holocelulosa.

Ecuacién 5. Porcentaje de holocelulosa.

peso de holocelulosa

%Holocelulosa = . - * 100
peso seco de la muestra sin extractivos

3.2.5 Determinacién de celulosa y hemicelulosa. La determinacion de celulosa
se lleva a cabo siguiendo la metodologia de la norma ASTM D1103-60 planteada

105 PRINSEN, Pepijn. Composicién quimica de diversos materiales lignoceluldsicos de interés industrial y
analisis estructural de sus ligninas. Trabajo fin de master. Sevilla: Instituto de recursos naturales y agrobiologia
de Sevilla (irnas), 2010, 46 P.
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por Fonsecal®. Para la determinacion del porcentaje de celulosa se emplea la
ecuacion 6.

Muestra: 1 g de holocelulosa obtenida en analisis de cuantificacion de holocelulosa.

La muestra se transfiere a un beacker de 100 mL, agregandose 10 mL de NaOH al
17.5%, se agita y deja reposar por 2 min. Cumplidos los 2 minutos, se agregan
nuevamente 5 ml de NaOH al 17.5%, se agita y deja reposar 5 minutos. Esta adicién
se realiza hasta completar 25 mL de NaOH en intervalos de 5 minutos, incluyendo
la adicion inicial. Después de ello, la mezcla se introduce en bafio de maria a 20°C
durante 30 minutos para un total de 45 minutos. Pasada la media hora se agrega
30 ml de agua destilada, se agita y deja reposar por 1 hora antes de realizar el
filtrado. Se filtra al vacio con papel filtro previamente tarado, lavando con agua
destilada y NaOH al 17.5 %, continuando con la aplicacion de vacio. A la celulosa
recogida se le agregan 15 mL de acido acético al 10% y después de 3 minutos se
continta aplicando vacio para posteriormente retirar el acido acético remanente y
se efectian lavados con agua destilada hasta que la concentracién de acido sea la
minima posible. La muestra de celulosa contenida en el papel filtro se lleva a una
mufla a una temperatura de 80°C + 5°C por 4 horas. Transferida a un desecador por
20 minutos y pesada. El proceso de secado se repite hasta peso constante.

Ecuacion 6. Porcentaje de celulosa.

peso crsiol con celulosa — peso crisol
%Celulosa = * 100
peso seco de la muestra de holocelulosa

La cantidad de hemicelulosa es determina a través de la diferencia entre la cantidad
inicial de holocelulosa y la cantidad de celulosa, empleando la ecuacién 7.

Ecuacion 7. Porcentaje de hemicelulosa.

peso de la holocelulosa — peso de la celulosa
*

%Hemicelulosa = 100

peso de la holocelulosa

3.3 PRETRATAMIENTO QUIMICO

En cuanto a la lignina, el pretratamiento alcalino puede causar su solubilizacion,
redistribucién y condensacion. Estos efectos pueden disminuir o contrarrestar los
efectos positivos de la remocion de lignina e hinchamiento de la celulosa y
hemicelulosa, Otro aspecto importante del pretratamiento alcalino es el cambio que

106 FONSECA, op.cit., P.77-79.
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causa en la estructura de la hemicelulosa y celulosa especialmente a una forma que
es mas densa y termodinamicamente mas estable que la fibra sin tratamiento®’.

Existen otros pretratamientos, cuyo fin también es la deslignificacion de la fibra,
entre los cuales se encuentran la autohidrélisis, tratamiento con agua caliente, que
utiliza agua comprimida, la explosion de vapor, proceso termomecanoquimico
donde la descomposicion de los componentes estructurales se ve favorecida por el
calor en forma de vapor, el uso de liquidos idnicos y liquidos supercriticos que
consisten en sales orgénicas con puntos de fusién por debajo de 100°C y agua
supercritica o diéxido de carbono supercritico respectivamente'®, Pretratamientos
cuya principal ventaja es la selectividad hacia hemicelulosa, pero que requieren de
equipos, sustancias y condiciones de dificil manejo, como es principalmente altas
presiones, razon por la cual la realizacién de un pretratamiento alcalino presenta
viabilidad y acceso para su desarrollo en las instalaciones de experimentacion, al
manejar equipos y sustancias al alcance.

Se realiza hidrolisis alcalina o basica con NaOH como pretratamiento quimico como
se muestra en el esquema 2; basado en estudios realizados en diferentes materiales
lignocelulésicos como eucalipto, madera pino, maiz, tallos de algodon, tallos de
yuca, banano, materiales lefiosos y tallos de girasol; teniendo en cuenta
principalmente los estudios llamados “Obtencion de etanol mediante hidrdlisis
alcalina, enzimatica y fermentacion a partir del excedente organico del banano
variedad musa paradisiaca” y “Evaluacion de Tres Métodos de Pretratamiento
Quimico sobre la Deslignificacion de Tallos de Yuca” realizados por Fausto
Espinosa y Juan Reales respectivamente; reportan que las mejores condiciones
para la obtencion de remocién de lignina y accesibilidad a la celulosa y hemicelulosa
son 60°C, 2% de NaOH, durante 3h. Con relacion 10g de sustrato con un tamafio
de particula <0,6mm en 100mL de solucién.

Se realizan 6 montajes de esta inmersion de fibra (utilizandose un tamafio de
particula de 0,18 mm, malla tamiz 80) en solucién alcalina para un total de 90
gramos de muestra obtenida por muestreo de cuarteo sometida a pretratamiento
quimico, es decir; en cada montaje se sumergen 15 g de fibra en 150 mL de solucién
de NaOH. Se usa un total de 90g de muestra de pifia debido a que no se conocen
las pérdidas de fibra que con lleva el proceso y es necesario garantizar el valor de
masa para realizar el disefio experimental del proceso de hidrdlisis enzimética.

107 CARDONA, Carlos y ORREGO, Carlos. Avances investigativos en la producciéon de biocombustibles.
Manizales, caldas: 2009. P 178.

108 DA SILVA, Silvio y KUMAR CHANDEL, Anuj. D- Xylitol Fermentative Production, Application and
Commercialization: Market Trends. Sdo Paulo, Brazil: springer, 2012, 13-20 P.
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Teniendo en cuenta las condiciones anteriores mencionadas en las que los residuos
deben ser sumergidos en solucion de NaOH, se lleva a cabo el montaje con una
agitacion constante, usando como fuente de potencia una bomba de 5 W para los 6
recipientes que se unen en forma de anillo, los cuales se colocan en bafio de maria.
Posteriormente se neutraliza la muestra a través de lavados con agua destilada
cuidando que no se maltrate la fibra, para luego sedimentar, eliminando el exceso
de aguay realizando una filtracion de la fibra himeda en equipo de bomba de vacio;
se realizan varios lavados hasta lograr pH neutro asegurando que no queden
residuos del hidréxido, el cual, pueda afectar e inhibir la enzima utilizada en el
proceso de hidrélisis.

Esquema 2. Diagrama pretratamiento quimico de muestra de pifia.
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3.4 HIDROLISIS ENZIMATICA

La pifla previamente pretratada tanto fisica como quimicamente se somete a
hidrolisis enzimatica, proceso descrito en el esquema 3. Se toman 5g del sustrato
deslignificado en la hidrolisis alcalina. En la hoja técnica de la enzima Xilanasa
(Anexo G) se establece una temperatura optima de operacion entre 30 a 55°C, por
lo cual se selecciona una temperatura de 50°C y un pH entre 4-7, por lo que se
trabaja a 7. Esta recomienda una concentracién de 15 a 25g / 50 — 100 kilos de
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harina seca, como se trabajara una cantidad de solido pequefia comparado con la
cantidad aconsejada y esta presenta un estado soélido con mayor dureza (pifia)
comparado con la harina estandar y tomando como referencia el estudio realizado
por Fausto Espinosa en el banano Musa paradisiaca con las enzimas Celulasas; se
realiza un disefio experimental, evaludndose diferentes concentraciones de 1,5%p/p
de sustrato, 3%p/p de sustrato y 4,5%p/p de sustrato y tiempos de hidrdlisis de 48
y 72 horas. Se controla el pH agregando 5mL de una solucion buffer citrato de sodio
0,05M con un pH=71%_ Utilizando una relacién de 5 gramos de fibra deslignificada
por 80 mL de agua destilada inicialmente, verificando que el volumen de agua es
suficiente, debido a la disipacion y volatilizacion de esta con el paso del tiempo.

Los recipientes son colocados en bafio de Maria, cada uno de ellos con agitacion
constante proporcionada por bombas de 5W, para garantizar una accién uniforme
de la enzima en todos los sitios disponibles de la fibra, y asi romper los enlaces de
la fraccion hemicelulosica y lograr una mayor eficiencia en la obtencién de xilosa,
azucar de interés.

Esquema 3. Diagrama hidrolisis enzimatica
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109 MONTANO, H. Produccién de bioetanol a partir de material lignocelulésico de Moringa Oleifera.
Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Ingenieria. Departamento Ingenieria Mecanica y Mecatrénica.
Bogotd, D.C. Colombia. 2014. Disponible en: http://www.bdigital.unal.edu.co/45408/1/80765033.2014.pdf
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3.4.1 Disefio experimental para la hidrélisis enzimatica. Se emplea un disefio
experimental completamente aleatorizado, con un disefio factorial de 2 factores (3
niveles de concentracion y 2 niveles de tiempo de hidrdlisis) como se puede
observar en el esquema 4, para evaluar el comportamiento de 6 muestras, cada una
con su respectiva réplica para un total de 12 tratamientos, con el fin de obtener las
condiciones Optimas y estimar el efecto de la combinacion de estas en el proceso
de hidrolisis enzimética de la fibra de pifia, basando el resultado en favorecer la
mayor cantidad de azUcares reductores medidos, especialmente xilosa. Para ello,
se plantea la variacion de la concentracion de xilanasa y el tiempo de hidrolisis a
condiciones de temperatura y pH de 50°C y 7, respectivamente. Cada muestra de
fibra hidrolizada se somete a una valoracion por el método DNS.

Esquema 4. Diagrama bésico disefio experimental.
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Donde:

C1 concentracion de la enzima Xilanasa 1,5%p/p
C2 concentracion de la enzima Xilanasa 3,0%p/p
C3 concentracion de la enzima Xilanasa 4,5%p/p

t1 tiempo de hidrolisis enzimatica 48h
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t2 tiempo de hidrdlisis enzimatica 72h

3.4.1.1 Hipbtesis. Se establece una hipétesis alterna y una hipoétesis nula,
hipotesis globales del andlisis del disefio experimental.

» Hipotesis general: La concentracion de azUcares reductores, especialmente
xilosa, en la hidrélisis enzimética de los residuos de cascara de pifia se ve
afectada por la concentracion de la enzima, la duracion de la hidrolisis y la
interaccién de ambas variables.

» Hipodtesis nula: La concentracion de azlcares reductores, especialmente
xilosa, en la hidrélisis enziméatica de los residuos de cascara de pifia no se ve
afectada por la concentracion de la enzima, la duracién de la hidrdlisis y la
interaccion de ambas variables.

3.4.1.2 Hipotesis estadisticas. Hipoétesis relacionadas con el efecto de las
variables independientes y su interaccion.

A)
Ho: a=0

Ho: No hay efecto del cambio de concentracién de la enzima Xilanasa en la
concentracion de azucares reductores (xilosa).

HI: a#0

Hi: Hay efecto del cambio de concentracion de la enzima Xilanasa en la
concentracion de azucares reductores (xilosa).

B)
Ho: ;3=0

Ho: No hay efecto del cambio de tiempo de hidroélisis enzimética en la concentracion
de azlcares reductores (xilosa).

HI: 3#0

Hi: Hay efecto del cambio de tiempo de hidrdlisis enzimatica en la concentracion de
azucares reductores (xilosa).

C)
Ho: a*3=0
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Ho: No hay efecto de la interaccion concentracion de Xilanasa y tiempo de hidrolisis
enzimatica en la concentracién de azucares reductores (xilosa).

HI: a*3#0

Hi: Hay efecto de la interaccion concentracion de Xilanasa y tiempo de hidrolisis
enzimatica en la concentracién de azucares reductores (xilosa).

3.4.1.3 Variables. Son aquellas variables que tienen un efecto directo e indirecto
en el analisis de disefio experimental.

» Variables independientes:

- Concentracion enzima Xilanasa (FACTOR A)

- Tiempo de hidrélisis enzimética. (FACTOR B)

» Variable dependiente (Variable de respuesta):

-Concentracion de azlcares reductores (xilosa).

» Variables de ruido:

- Origen vegetal de los residuos sélidos organicos de cascara de pifia.

- Exposicion a microorganismos degradadores en el momento de la obtencion de
residuos.

- Proceso de deslignificacion de la fibra de la pifia.

- Error humano y del equipo en la toma de absorbancias (espectrofotometro).
» Variables controlables:

- Temperatura de hidrélisis: 50°C

-pH:7.

-agitacion constante.

3.4.1.4 Seleccion disefio experimental. Se realiza un disefio factorial de dos
factores, el nUmero de tratamientos a realizar se determina con la ecuacion 8.
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Ecuacion 8. Numero de tratamientos disefio experimental.

NT =R=x*xax*b

NT = 2 %3 x 2 =|12 tratamientos

Donde: NT es el niumero de tratamientos, R el nUmero de réplicas, a es el nUmero
de niveles de factor A y b el nimero de niveles de factor B.

Factor A: Concentracion de enzima Xilanasa ------ > niveles: 1.5, 3, 4.5 % p/p
Factor B: Tiempo de hidrélisis ------- > 48, 72 horas.

3.4.1.5 Método e instrumento de medicion de variable respuesta. La
concentracion de azucares reductores se observara mediante el método DNS que
se describe mas adelante, consiste basicamente en el uso del reactivo preparado
DNS, su reaccion en presencia de azucares reductores y luego la lectura de
absorbancias haciendo uso de celdas y equipo de espectrofotometria, cuyo principal
objetivo del método es analizar en la ecuacion linealizada de xilosa previamente
elaborada la mejor concentracion de azucares reductores obtenidos.

3.4.1.6 Analisis estadistico de resultados. Se realizara un analisis de varianza
(ANOVA) desarrollado por Ronald Aylmer Fisher!®, el cual permite evaluar la
importancia de la concentracion de la enzima y el tiempo de hidroélisis al comparar
las medias de la concentracion de azlcares reductores en los diferentes niveles de
los factores.

3.5 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

Para la determinacion de azucares reductores se lleva a cabo el método DNS. A
continuacioén, segun la técnica desarrollada por Miller!'! se muestra la preparacion
del reactivo y la metodologia a realizar para el andlisis cuantitativo en cada
tratamiento de hidrélisis previamente realizado.

3.5.1 Preparacion del reactivo acido 3,5 dinitrosalicilico. El reactivo es
preparado en caliente, pesando 0,59 de &cido 3,5 dinitrosalicilico, 15g de sal
Rochelle (Tartrato de Na-K) y 0,8g de NaOH. Se disuelve el NaOH en 40mL de agua
destilada, luego en agitacion es agregado lentamente el tartrato de Na-K y se afiade
lentamente el &cido 3,5 dinitrosalicilico. El recipiente se pone en bafio de maria a
una temperatura de 80°C con agitacion constante por aproximadamente una hora,

110 DELGADO, Rosario. Probabilidad y estadistica para ciencias e ingenierias. ANOVA y disefio de experimentos.
Barcelona: Delta publicaciones, 2008. P. 243.
11 MILLER, OP. Cit., P. 426-428.
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de manera que pasado este tiempo no se observen particulas sélidas de las
sustancias utilizadas; se enfria el reactivo y se completa con agua destilada a un
volumen de 50 mL, se filtra y almacena inmediatamente en frasco de ambar debido
a gque este es sensible a la luz.

3.5.2 Cuantificacion de azucares. Se realiza mediante el método DNS, haciendo
uso del reactivo previamente preparado, en tubos de ensayo se adicionan 0,5mL de
cada una de las muestras hidrolizadas, de las cuales se desconoce la concentracion
de azlcar, se agrega 0,5mL de reactivo DNS, se calientan en bafio maria a una
temperatura de 80°C por 10 min. Cuando el acido 3,5-dinitrosalisilico es reducido
en presencia de calor, por el contacto con azUcares reductores, se desarrolla un
cambio de color de amarillo a naranja ladrillo, se sumergen en agua fria por 10min
y se agregan 5mL de agua destilada; el cambio de coloracion puede determinarse
por lecturas de densidad Optica, haciendo uso de equipo de espectrofotometria a
una longitud de onda de 540nm. Es necesario preparar el blanco adicionando 0,5mL
de agua destilada y 0,5mL de reactivo DNS en tubo de ensayo al cual se le realiza
el mismo proceso descrito anteriormente.

3.5.3 Curva patrén de xilosa. Se prepara una solucién patrén de xilosa cuya
concentracion es de 4 ¢g/L, esta se diluye con agua destilada para obtener
concentraciones de xilosa que van desde 0 a 2 mg/mL como se observa en la tabla
8. A cada disolucion preparada se le mide la absorbancia a una longitud de onda de
540nm con el fin de realizar la linealizacion de la ecuacién de xilosa, la cual,
relaciona la absorbancia con la concentracion de esta; obteniendo la ecuacion de la
recta que serd de utilidad para determinar la concentracion desconocida de
azucares reductores de cada muestra hidrolizada.

Tabla 8. Concentracion de xilosa para obtener la ecuacion de
la recta para el método DNS.

No. Concentracién Agua Xilosa
dilucién De xilosa (mg/mL) (mL) (mL)
0 0 (blanco) 1,00 0
2 0,2 0,95 0,05
3 0,4 0,90 0,10
4 0,6 0,85 0,15
5 0,8 0,80 0,20
6 1 0,75 0,25
7 1,2 0,70 0,30
8 1,4 0,65 0,35
9 1,6 0,60 0,40
10 1,8 0,55 0,45
11 2 0,50 0,50
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3.5.4 Determinacion del grado de conversion y rendimiento de enzima. Para
determinar el grado de conversién y rendimiento de la enzima Xilanasa AN 20
presentado en la etapa de hidrolisis enzimética, es necesario utilizar la ecuacion 9
y ecuacion 12 respectivamente!'? | de igual manera se hace uso de la ecuacion 10
y ecuacion 11 para la determinacién de azucares reductores y de xilosa obtenible
teoricamente.

Ecuacion 9. Porcentaje grado de conversion.

azucares reductores producidos (mg)

Grado de conversion (%) = * 100
peso de sustrato (mg)

Ecuacion 10. Cantidad aztlcares reductores.

Cantidad azdcares reductores (mg) =V.H x C.A.R

El peso de sustrato hace referencia a 5 g, cantidad de fibra utilizada en la hidrolisis
enzimatica, V.H es el volumen obtenido al final del proceso de hidrélisis y C.A.R
corresponde a la concentracion de azlcares reductores determinados mediante el
método DNS. El grado de rendimiento hace referencia a la cantidad de azlcares a
producir a partir de la cantidad tedrica que es posible obtener. La hemicelulosa en
su gran mayoria xilosa; azUcar cuya conversion ideal estimada durante la hidrélisis
es de 0,852¢g de xilosa / g de hemicelulosa, es decir, “la concentracion de xilosa
representa un 85,2% del xilano potencial en el desecho de cascara de pifia*3.

Ecuacion 11. Cantidad teérica de xilosa obtenible.

Cantidad teérica de xilosa obtenible (g)
g xilosa

= peso de sustrato (g) * 0,852 * C.H (%)

g hemicelulosa

Donde C.H es el porcentaje de hemicelulosa presente en el sustrato en g de
hemicelulosa / 100 g de sustrato.

112 MALAGON M, Martha lucia. Obtencién de etanol a partir de brécoli y cédscara de arveja empleando la
enzima multifect 720 de caracter basico a nivel de laboratorio. Bogota D.C: Fundacion universidad de américa,
2008. P 4.

113 AMADOR, K. CARRILLO, O. ALVARADO, P. VEGA, J. Obtencién de xilosa a partir de desechos lignoceluldsicos
de la produccién y proceso industrial de la pifia (Ananas comosus). Revista Uniciencia 26. p 83. Costa Rica.
2012.
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Ecuacién 12. Porcentaje de rendimiento hidrélisis enzimatica.
cantidad de azicares reductores (mg)

Rendimiento (%) = 100

cantidad teodrica de xilosa obtenible (mg) i

3.6 FERMENTACION

Para llevar a cabo el proceso de fermentacidn es necesario realizar una activacion
de cepas y una pre-inoculacién de estas en el hidrolizado que previamente debe ser
esterilizado.

3.6.1 Esterilizacion del hidrolizado. Previo a la realizacion de la fermentacion es
necesario realizar la esterilizacion del hidrolizado, esto con el fin de garantizar que
este no presente microorganismos que puedan llegar a afectar la fermentacion con
las levaduras respectivas. Se realiza la esterilizacion del hidrolizado y los recipientes
que se utlizaran en la fermentacibn en una autoclave a 121°C por 1h,
garantizandose la eliminacion de microorganismos indeseados. La autoclave “es un
sistema cerrado donde se forma vapor de agua que se somete a una presion
elevada, una atmésfera, lo que hace que el agua alcance una temperatura de 121°C
causando la desnaturalizaciébn de enzimas lo que conlleva a la muerte de los
microorganismos y la destruccion de las esporas. Habitualmente, se esteriliza a
121°C durante 20-30minutos”*4,

3.6.2 Activacion de levaduras. Se utilizan dos tipos de levaduras del género
Candida de la coleccion de microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana,
especificamente Candida guilliermondii CMPUJ H025 (Ficha técnica — Anexo H) y
Candida tropicalis CMPUJ H029 (Ficha técnica — Anexo 1), las cuales permanecen
en agar PDA (Agar papa dextrosa) en nevera a una temperatura de 5°C para su
conservacion. Se realiza la activacién de los microrganismos correspondientes,
sembrando la levadura en medio de cultivo PDA fresco (Agar papa dextrosa),
incubandose por un tiempo de 2 dias (48 horas) a temperatura de 28°C. Las
colonias de levadura se sembraron por el método de agotamiento!?®.

3.6.3 Activacion de cepa en el hidrolizado. Se realiza la pre-inoculacion del
microorganismo en el caldo hidrolizado obtenido de los procesos realizados a la
pifia, el pretratamiento fisico, quimico e hidrolisis enzimatica, para ello, se toma una
azada del correspondiente microorganismo ya activo y se traspasa a un tubo de

114 EQUIPOS Y LABORATORIO DE COLOMBIA. Manejo del autoclave, desinfeccion y esterilizacién del
laboratorio y sus materiales. Disponible en:
http://www.equiposylaboratorio.com/sitio/contenidos_mo.php?it=3148 [en linea]

115 CMPUJ. Ficha técnica Candida guilliermondii y Candida tropicalis. Coleccién de microrganismos. Pontificia
Universidad Javeriana. Disponible en: Anexo 8 y 9.
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fermentacién esterilizado, el cual contiene un 10% (20mL) del volumen total del
hidrolizado a utilizar, por un tiempo de 15h y una temperatura de 28°C*6, estas
condiciones fueron determinadas teniendo en cuenta, el estudio realizado por T.
Walther!!” llamado “The influence of aeration and hemicellulosic sugars on xylitol
production by Candida tropicalis”, en el cual realizan la pre-inoculacién a una
temperatura de 30°C, por un tiempo entre 14 -16 horas.

3.6.4 Fermentacion. Posteriormente al cumplirse el tiempo de adaptacion, se
realiza el recuento en camara de Neubauer y tincion de Gram, con el fin de obtener
la concentracion y viabilidad celular, para realizar la dilucién necesaria de cada pre-
inoculo, y asi garantizar que se adicione la misma concentracion de Candida
guilliermondii y Candida tropicalis establecida en el volumen total del hidrolizado
correspondiente y no se presenten microorganismos indeseados en el pre-inéculo.

Antes de realizar el recuento, es necesario diluir la muestra, lo cual permite un mejor
conteo, en este caso, se realizaron diluciones seriadas hasta una base de 102, ya
gue en esta dilucidén se observan de 10 a 20 células en cada cuadrante, las cuales
pueden ser facilmente contadas.

Se monta la camara de Neubauer; son agregados 10uL de la muestra a través de
una micropipeta (dilucién en base 10-?) entre el espacio que queda entre la laminilla
y la camara. Con objetivo de 40x en el microscopio. Realizando el conteo de 5
cuadrantes, los cuatro extremos y uno central.

Después de ello, a través de la ecuacion de la cAmara de Neubauer (Ecuacion 13),
mostrada a continuacion, se determina el volumen de pre-in6culo necesario para
obtener una concentracion inicial, en este caso, de 1*107 células/ mL.

Ecuacion 13. Concentracion de células en conteo camara de Neubauer.

No.de Celulas contadas * Inverso del Factor de dilucion

Numero de cuadrantes contados
Numuero de cuadrantes totales

Concentracion =

x Factor de volumen

116 ALVARADO, A. Curador CMPUJ. Coleccién de microrganismos. Pontificia Universidad Javeriana.
angela.alvarado@javeriana.edu.co

17T, WALTHER, P. HENSIRISAK, F.A. AGBLEVOR. The influence of aeration and hemicellulosic sugars on xylitol
production by Candida tropicalis. Department of Mechanical Engineering, Technical University of Dresden,
Dresden, Germany. Department of Biological Systems Engineering, 212 Seitz Hall, Virginia Polytechnic Institute
and State University, Blacksburg, VA 24061-0303, USA. Bioresource Technology 76 (2001) p. 213 + 220.
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El volumen previamente calculado se traspasa a un vaso de precipitado de 1000mL
previamente esterilizado y se completa el volumen total de 200mL con caldo
(hidrolizado); las levaduras a utilizar son aerobias, es decir, se desarrollan en
presencia de oxigeno (aire). “En condiciones aerobias, la fermentacion con xilosa
es favorecida para el crecimiento celular, mientras que la levadura no puede usar
xilosa bajo condiciones anaerobias estrictas. Por lo tanto, es necesario un control
apropiado del oxigeno para una produccion eficaz de xilitol.”*'8 Walther T*19, estudio
la influencia de la aireacion y la concentracion inicial de xilosa, en el estudio llamado
“The influence of aeration and hemicellulosic sugars on xylitol production by Candida
tropicalis”, en el cual se obtuvo el rendimiento maximo de xilitol de 0,7g/g
manejandose una relacion entre el caldo de fermentacién y el volumen del recipiente
de 1/2,5y la mayor productividad de 0,9g/I*h manejandose una relacion de 1/5,
teniéndose en cuanta los resultados de este estudio y la experiencia de la curadora
de microorganismos de la Pontifica Universidad Javeriana Angela Alvarado!?°; se
maneja una relacion de 1/5, en este caso, por 200mL de cultivo deben haber 800mL
de aire, los cuales se mezclardn con ayuda de la agitacion; las condiciones de
fermentacién utilizadas son una temperatura entre 25°C a 28°C, agitaciéon de 150
rpm y un tiempo de 4 dias (96h)*?1.122,

3.6.5 Seguimiento microscépico del crecimiento de levaduras. Se realiza un
seguimiento del crecimiento y pureza de los microorganismos en el hidrolizado, a
través de recuentos en la camara de Neubauer y coloracion Gram respectivamente.
Utilizando el microscopio con objetivo 40x y 100x.

Para la realizacion del seguimiento del crecimiento de las levaduras, se toma un
1mL del caldo fermentado, de cada fermentacion se realizan 2 réplicas técnicas, es
decir, se sacan 3 muestras de 1mL del cultivo, tomando exactamente 1L para cada
una, se realizan diluciones seriadas hasta una base de 10?; obtenidos los 10uL de
cada replica se adicionan 5L de azul de metileno, cuya funcion es tefir las células
gue no presentan viabilidad, posteriormente se monta la camara de Neubauer, se
agrega con ayuda de una micropipeta la dilucion realizada anteriormente, entre el
espacio que queda entre la laminilla y la camara. Realizando el conteo de 5
cuadrantes, los cuatro extremos y uno central, utilizando objetivo de 40x en el

118 N.L. MOHAMAD, S.M MUSTAPA, M.N MOKHTAR. Xylitol Biological Production: A Review of Recent Studies.
Department of Process and Food Engineering, Faculty of Engineering, Universiti Putra Malaysia, Selangor,
Malaysia. Copyright © Universiti Putra Malaysia ISSN: 8755-9129 print / 1525-6103 online DOI:
10.1080/87559129.2014.961077. Food Reviews International, 31:74—89, 2015.

119 T WALTHER, P. HENSIRISAK, F.A. AGBLEVOR. Op.cit,. p. 215-216.

120 ALVARADO, A. Op.cit.

121 |pid.

122 BUITRAGO, J. ESCOBAR, A. Op.cit,. p. 34.
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microscopio. Es importante tener en cuenta que el volumen efectivo de trabajo para
realizar la totalidad de conteos es méaximo el 10% del volumen total de fermentacion,
es decir, 20mL. En la figura 17 se muestran resaltados los cuadrantes utilizados en
el seguimiento microscopico.

Figura 17. Cuadrantes camara de Neubauer utilizados
en seguimiento microscopico.

Fuente: OVERBLOG. Camara de Neubauer, recuento
de eritrocitos. Disponible en: http://uriel-93.over-
blog.com/article-29526447.html

Para la verificacién de la pureza del hidrolizado, se realiza coloracién Gram, la cual
consiste en colocar una gota del caldo fermentado en un portaobjetos,
posteriormente se colorea con Gram de violeta por un tiempo de 1min, retirandose
el exceso, seguidamente de Lugol de Gram por 1min, retirAndose el exceso y
finalmente etanol-cetona por 30s igualmente retirAndose el exceso, se lava y retira
el colorante en exceso con agua destilada, y finalmente se colorea con fucsina de
Gram, se retira el sobrenadante y se deja secar a temperatura ambiente. Después
de ello, se realiza la verificacion de pureza en el microscopio con objetivo 100x. Este
procedimiento se realiza cada 24h.

3.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION HPLC

La muestra obtenida del fermentado es enviada a un laboratorio, en este caso, al
LIAC (Laboratorio Instrumental de Alta Complejidad) de la Universidad de la Salle,
para el analisis de determinacion de xilitol por cromatografia liquida de alta
resolucion HPLC.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 PRETRATAMIENTO FiSICO

A continuacion, se observa la cantidad de residuos de pifia obtenidos en cada
proceso de pretratamiento fisico y se analizan las principales perdidas presentadas
en cado uno de estos.

4.1.1 Secado. Durante el proceso de secado se observa una evidente reduccion
del tamafio de la cédscara, la razon es que esta estaba unida a pulpa residual que
quedaba en el momento del pelado de la pifia y por la pérdida de humedad
intrinseca de la fibra. La reduccién de humedad en los alimentos, especialmente
naturales es necesaria para la conservacion de estos, ain mas cuando partes
retiradas del alimento quedan expuestas a una rapida degradacién, pues al reducir
el contenido de agua se elimina la posibilidad de un deterioro biolégico de los
residuos. De los 7Kg de residuos de pifia obtenidos, se obtuvieron 4328g (4,33Kg
aproximando) debido principalmente a las pérdidas generadas en el secado, ya que
esta es una fruta que contiene alto % de humedad. El proceso de secado necesitd
de dos procesos de secado de residuos, una por dia para un total de 20 horas de
secado de la totalidad de residuos obtenidos.

El porcentaje de humedad de la totalidad de residuos obtenidos se determina
haciendo uso de la ecuacién 1, cuyo valor resultante fue 38,14%, correspondiente
a 2,7Kg de humedad, donde esta supero la tercera parte de la masa total de la
muestra recolectada.

4.1.2 Molienda y tamizado. Posteriormente al secado, se molieron los 4328¢g
resultantes de residuos de pifia, montaje que se puede ver en la imagen 4, la
muestra después de la molienda fue de 3808g, en dicho proceso se generaron
pérdidas, esto se debié a que el molino al realizar la alimentacién de la muestra
desprendia parte de la misma debido a la fuerza y velocidad con la que este
actuaba, por material particulado fino que escapaba de este y por fallas de
precalentamiento; parte de la muestra quedaba adherida a la malla por pegajosidad
de esta, presentada también por presencia de humedad residual en la fibra;
ocasionando pastosidad de esta y adherencia al equipo, de igual manera el motor
presento paradas, por lo que necesito de mantenimiento en medio de la molienda,
generando pérdidas significativas de fibra al realizar el arreglo de este.
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Imagen 4. Proceso de molienda de la cascara de pifia.

En cuanto al tamizado se utilizé la siguiente secuencia de malla de tamices 18, 20,
35, 40, 45, 50, 60, 80 y 100, en la imagen 5 se observa el montaje de estas.
inicialmente se tomaron las mallas 18,20,35, 45 y 50, pero debido a que en el tamiz
50 no se recolectaba una muestra homogénea y uniforme fue necesario adicionar
las deméas mallas, logrando obtener en la malla 40/45 el tamafio de particula
adecuado para el analisis de caracterizacion quimica (<0,5 mm) y en la malla 80
particula completamente uniforme (<0,2 mm) para dar inicio al pretratamiento
quimico. Las perdidas obtenidas en este proceso de separacion de tamafios se
deben a errores humanos en la manipulacion de la muestra, principalmente al

momento de pasar la muestra de una malla a otro y al realizar el almacenamiento
por tamano.

Imagen 5. Proceso de tamizado de fibra previamente
molida.

=

b
-

|

=
3
1
1

a
AN

|
|

La masa y tamafio de particula obtenida en el proceso de molienda y en cada uno
de los tamices utilizados se observan en la tabla 9.
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Tabla 9. Resultados obtenidos de la molienda y tamizado de muestra obtenida
de pifia.

Malla N° g de muestra Tamarfo de Tamarfo de
obtenido en particula particula
cada malla obtenido (um) obtenido (mm)
18 1161 1000 1
20 411 850 0,850
35 951 500 0,500
40 189 425 0,425
45 225 355 0,355
50 137 300 0,300
60 147 250 0,250
80 397 180 0,180
100 25 150 0,150
Fondo 40
Total 36839

Como se mencioné anteriormente, se obtuvieron diferentes tamafios de particula,
como se observa en la imagen 6; para los procesos posteriores de hidrélisis
qguimica, enzimatica y fermentacién se utiliza un tamafio de particula de 0,18 mm,
obtenidos en la malla tamiz 80. Se escoge este tamafio de particula, porque es
menor a los 0,6mm; con lo cual se garantiza que haya una buena accesibilidad al
sustrato, permitiendo un buen contacto enzima-sustrato, lo cual, aumenta la
liberacion de azucares durante la hidrélisis.

Imagen 6. Muestra de fibra pifia seca, molida y tamizada.
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4.2 CARACTERIZACION DE RESIDUOS

A continuacion, se muestra detalladamente los calculos a realizar para la
determinacion del porcentaje de humedad, componentes extractivos, liginina,
holocelulosa, celulosa y hemicelulosa presente en los residuos de cascara de pifia.

4.2.1 Porcentaje de Humedad. A continuacion, se observan los respectivos
datos y el calculo para la determinacion de porcentaje de humedad.

-Peso de la muestra: 12,4 g

-Peso del crisol: 29,0736 g

-Peso de la muestra + peso del crisol: 41,4736 g

e Peso de la muestra + peso crisol, después del secado:

1. 40,6279 g, después de 2 horas de secado

2. 40,6143 g, después de 4 horas de secado

3. 40,6075 g (peso constante), después de 6 horas de secado

-Peso de la muestra seca: 11,5339 g

(12,4 — 11,5339)g
E3
124 g

%Humedad = 100 =| 6,98%

En la imagen 7, se muestra la fibra de pifia después de introducirla en la mufla por
periodos de 2 h, obteniéndose un peso constante a las 6 horas de secado.

Imagen 7. Muestra de fibra de pifia después
de 6 horas de secado.
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4.2.2 Porcentaje de extraibles. A continuacion, se observan los respectivos datos
y el calculo para la determinacién de porcentaje de extraibles.

Peso de muestra: 7,5 g

Al conocer ya la humedad que es del 6,98%, se tiene en cuenta para la muestra
anterior, por lo tanto, la muestra para analisis de extraibles sin humedad es 6,949.

En laimagen 8, se puede observar el montaje soxhlet con la muestra depositada en
un dedal y la mezcla de hexano y etanol necesaria para la determinacién de
extraibles.

Imagen 8. Montaje soxhlet para la eliminacion
de extraibles de la pifia.

El peso de la muestra libre de extraibles sin secar fue de 6,9765 g, se sec6 en un
total de 4 horas, pesando cada hora hasta obtener peso constante.

1. 5,3985g
2. 51461¢
3. 5,1299 g

4. 5,1023 g (peso constante)
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6,9368g — 5,1023g
E3
6,9368g

%Extraibles = 0 =| 26,44 %

La muestra libre de extraibles y peso constante se observa en la imagen 9.

Imagen 9. Muestra de pifia libre de
componentes extractivos.
AT

4.2.3 Porcentaje de Lignina. Corresponde al porcentaje de lignina insoluble en
acido y lignina soluble en acido.

4.2.3.1 Ligninainsoluble en acido. A continuacion de observan los respectivos
datos y el célculo para la determinacién de porcentaje de lignina insoluble en acido.

Peso muestra libre de extraibles:0,5 g
Peso muestra sin humedad: 0,4651 g
Peso lignina+ papel filtro sin secar: 0,64 g
Peso seco de lignina + papel filtro: 0,37 g
Peso papel filtro: 0,35 g

0,02
% Lignina insoluble en acido = ﬁ * 100 =| 4,3%

En la imagen 10, se puede ver la lignina insoluble en acido seca, extraida después
de los procesos de hidrdlisis &cida, filtrado, lavado y secado.
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Imagen 10. Lignina insoluble en &cido (klason) seca.

4.2.3.2 Lignina soluble en acido. Después del proceso de hidrdlisis acida y
filtrado, el hidrolizado obtenido mostrado en la imagen 11, es sometido al andlisis

de lignina soluble, a través de mediciones de absorbancia utilizando una longitud de
onda de 205nm en el espectrofotémetro.

Imagen 11. Hidrolizado (filtrado) obtenido en andlisis
lignina insoluble en acido.

DURAN

: Jooml S
L

Volumen hidrolizado (filtrado): 80 mL

Se tomaron 5 datos de absorbancia los cuales fueron:
1.0,798 AU

2.0,767 AU

-
=
Cee
AR-S
«
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3.0,774 AU
4.0,770 AU
5.0,767 AU
Al promediarlas se obtiene una absorbancia de 0,7752 AU

(0,7752 AUX 80ml)

x 100=| 11%
(1100ml.AU/g X 0,59)

% Lignina soluble en acido =

Porcentaje total de lignina= 15,3%

4.2.4 Porcentaje de holocelulosa. Al agregar las cantidades correspondientes a
la muestra de pifia de agua destilada, acido acético y clorito de sodio; la mezcla es
calentada en bafio de maria como se observa en la imagen 12, durante 1h a 70°C
en constante agitacion. Después de ello, se agrega nuevamente acido acético y
clorito de sodio cada hora, hasta completar 6 veces adicionados estos
componentes.

Imagen 12. Calentamiento de muestra de pifia con clorito
de sodio y acido acético.

Peso seco muestra sin extractivos: 2,5¢g
Peso vidrio reloj: 34,85g
Peso vidrio reloj+ Holocelulosa previamente secada: 35, 859

Peso Holocelulosa: 1g
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1
Y «100=| 20%

%Holocelulosa = 25 g

4.2.5 Porcentaje de celulosa y hemicelulosa. A continuacion se observan los

respectivos datos y los calculos para la determinacion de porcentaje de celulosa y
hermicelulosa.

Peso vidrio reloj con celulosa: 35,1389¢g
Peso vidrio reloj: 34,8584¢

Peso seco muestra holocelulosa: 1g

35,1389-34,8584
1g

%Celulosa =

* 100 = 28,05%

Al realizar el respectivo proceso de determinacién de celulosa, descrito en el
numeral 3.2.5., se obtiene celulosa seca, la cual se observa en la imagen 13.

Imagen 13. Celulosa seca.

Peso celulosa: 0,2805¢g

Peso seco muestra holocelulosa: 1g

19-0,2964

%Hemicelulosa = * 100 =| 71,95%
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- Del 40% de la holocelulosa contenida en la cascara un 28,05% es celulosa, es
decir 0,2805g y el 71,95% es hemicelulosa, es decir 0,7195g.

Los resultados calculados anteriormente de la caracterizacion se muestran en la
Tabla 10.

Tabla 10. Composicion quimica de la muestra de pifia MD2 obtenida.

Componentes Composicion (%) p/p peso seco

Humedad 6,98
Extraibles 26,44
Insoluble en acido 4,30
Lignina 15,30

Soluble en acido 11

Holocelulosa 40
Celulosa 11,22
Hemicelulosa 28,78
Total 89,14

En la tabla 10 se observa que el porcentaje de contenido de humedad es un valor
gue se asemeja al valor tedrico (tabla 5) correspondiente a la cascara de pifia MD2,
este valor se debe al contenido intrinseco normal de la fibra y a humedad residual,
pues antes de la molienda se realizé un secado en mufla de la cascara que se
encontraba unida a pulpa, esta Ultima es la parte de la pifia que contiene mas
humedad; por el contrario, la cascara es la racion que presenta mayor dureza y por
su extenso secado resultd practicamente deshidratada. Es importante conocer su
contenido antes de su uso en los demdas andlisis para evitar problemas que
produzcan cambios al iniciar los tratamientos quimicos que permitiran cuantificar
cada componente.

En cuanto a los extraibles se observa una importante presencia de estos, siendo
aproximadamente mas de la cuarta parte de la totalidad de composicion de la fibra,
los extraibles estan conformados por proteinas, vitaminas, lipidos, minerales,
clorofila y esencias responsables de la coloracion amarilla-verdosa extraida y el
aroma dulce desprendido en el momento de la extraccidn, causado también por el
valor apreciable de lignina determinada, dado que esta formada por la extraccion
irreversible del agua de los azucares, creando compuestos aromaticos. “Las
sustancias extraibles con disolventes son, principalmente, terpenos, resinas,
fenoles y algunos otros incluidos hidratos de carbono de bajo peso molecular o
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lignina soluble. El conjunto de todos ellos se conoce como componentes
secundarios”?3,

La lignina es una de las columnas que soporta los tejidos de la planta, es importante
que su concentracion sea significativa para beneficios de la planta, debido a que
esta permite que la cdscara sea mucho mas fuerte y resistente a la intemperie, el
15,3% significa que no todos los enlaces estan disponibles para atraer la
humedad??, lo que contribuye a explicar porque estas especies presentan buena
estabilidad a la degradacién. Para los objetivos del proyecto no es favorable que la
cantidad de lignina sea mayor a la observada en la tabla 5, razén por la cual la
deslignificacion fue una etapa necesaria e incondicional para poder realizar la
hidrolisis enzimatica, debido a que el valor obtenido superé al valor teérico de esta,
etapa que esta unida al pretratamiento realizado para alcanzar altos rendimientos
de conversion de sustrato.

En esta tabla también se puede observar que el contenido de holocelulosa en la
cascara de pifia es de un 40%, la holocelulosa esta constituida por celulosa y
hemicelulosa; al determinar el contenido de celulosa se obtiene que en 1g de
holocelulosa tiene 0,2805g correspondiendo a un 11,22% del 40%, lograndose
calcular la hemicelulosa, la cual dio como resultado 0,7195g y un porcentaje del
28,78%. La cantidad de hemicelulosa obtenida comparada con las maderas duras
24-40%5 es similar, en cuanto a la celulosa esta da un valor menor con respecto
a las maderas (40-55%)'%%, esto se puede deber a que la corona de la pifia contiene
mas hemicelulosa, y los residuos recogidos tenian combinacion de ambas.

El resultado obtenido de hemicelulosa favorece el estudio realizado, ya que este es
el componente de interés, puesto que las enzimas actlan sobre el para obtener
xilosa.

4.3 PRETRATAMIENTO QUIMICO (DESLIGNIFICACION)

Se realiza el montaje de la hidrdlisis alcalina como proceso de deslignificacién como
se observa en la imagen 14; después de realizado el proceso se observa como se
muestra en la imagen 15 un hinchamiento de la fibra, teniendo lugar reacciones de
saponificacion y solvatacion'?’; provocando un estado de inflamacion, el cual facilita

123 BARROSO, Miguel. Pretratamiento de biomasa celuldsica para la obtencién de etanol en el marco de una
biorrefineria. Madrid: universidad politécnica de Madrid, 2010. 74 P.

124 | A GUIA. Lignina-la quimica de la madera. Disponible en: http://quimica.laguia2000.com/elementos-
quimicos/lignina-la-quimica-de-la-madera. [en linea]

125 MONTANO, H. op.cit., P.10. Tabla 3.1. Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina en residuos agricolas
comunes y basuras.

126 |pid. P.10.

127 NINO, L. ACOSTA, A. GELVES, R. Op cit., P 318
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la accesibilidad de enzimas y bacterias a la matriz celulésica y hemicelulosica, ideal
para este caso. Ademas de ello, solubiliza la lignina para separar la fraccion
fermentable de la no fermentable.

En la totalidad de la fibra pretratada se genera una pérdida del olor caracteristico de
la pifia y una coloracién completamente café de la muestra, se realizé 4 veces el
lavado y la sedimentacion de la fibra hasta alcanzar pH neutro (pH=7) en los que
ademas de regular el grado de basicidad se remueve la coloracion café hasta
obtener una muestra translucida y cristalina.

Imagen 14. Montaje pretratamiento quimico (deslignificacion).
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4.4 HIDROLISIS ENZIMATICA

En esta etapa es de suma importancia mantener el control de la temperatura, pH 'y
agitacion de los 12 tratamientos, como se puede observar en la imagen 16 del
montaje realizado; es necesario adicionar 80 mL de agua a las muestras que se
desmontaron a los 3 dias, dado que se consider6 que la fibra debia estar
completamente sumergida en la fase acuosa, para garantizar una mejor agitacion,
movilidad y contacto entre sustrato-enzima; en la ficha técnica de la xilanasa no se
encontré detalle alguno sobre el volumen de agua que se debia utilizar para la
hidrolisis; es necesario la adicion de buffer debido a que el pH tiende a subir a 8, pH
gue se encuentra fuera del umbral de aceptacion de la enzima.

Pasados los 3 dias y finalizado el tratamiento de hidrélisis, se observa un cambio
notable en la apariencia y estado de la solucidn, inicialmente se presenta la fase
liguida y la fase sélida de la fibra completamente separadas y diferenciadas, luego
de la hidrdlisis se obtuvo una solucién menos heterogénea donde es evidente la
interaccion entre el agua, la fibra y la enzima; resultando una muestra viscosa,
densa y glutinosa, el olor percibido de los hidrolizados fue olor madera. Para la
cuantificacion de azucares fue necesario centrifugar las muestras, utilizando el
sobrenadante en las medidas de absorcion, desechando el precipitado mediante el
lavado de los tubos de la centrifuga, donde qued6 completamente adherido.

Imagen 16. Montaje disefio experimental de la hidrdlisis enzimética.
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4.5 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES MEDIANTE METODO
DNS

La determinacion de azlcares reductores por el método DNS permite realizar un
andlisis basico cualitativo y un completo andlisis cuantitativo de la presencia
principalmente de xilosa, azlcar obtenido debido a la accion especifica de la enzima
xilanasa. Cualitativamente se observa un cambio de color al momento de someter
las muestras a calentamiento con DNS, concluyendo que entre mas intensa es la
coloracion mayor es la presencia de azucares reductores; mediante este analisis no
se evidencia la cantidad de xilosa obtenida, ni el valor de pureza de la misma,
cuantitativamente se logra obtener la cuantificacion de los azucares reductores
presentes como son principalmente xilosa, glucosa y arabinosa, azucares que son
aprovechados por el microorganismo para la produccion de xilitol.

4.5.1 Andlisis cualitativo de azucares reductores. Se realiza un andlisis
cualitativo en cada una de las muestras sometidas a determinacién de azlcares
reductores, este analisis se desarrolla con respecto a resultados colorimétricos,
como respuesta del contacto entre el reactivo DNS y los azlcares reductores
presentes.

Figura 18. Analisis cualitativo a partir de coloraciones obtenidas por el método DNS.
t1= 2 dias C1=1,5% t1= 2 dias C2= 3% t1= 2 dias C3=4,5%

t2= 3 dias C1=1,5% t2= 3 dias C2= 3% t2= 3 dias C3=4,5%
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4.5.1.1 Andlisis a los 2 dias, variando concentracién de Xilanasa 1,5%p/p;
3%p/p y 4,5%p/p. Las muestras de pifia tratadas mediante hidrolisis enzimatica, a
un tiempo de 2 dias y variando la concentracion de enzima a 1,5%p/p, 3%p/p y
4,5%p/p evidencian una coloracion de amarillo a naranja ladrillo, donde se muestra
cualitativamente la presencia de xilosa en cada muestra. Se observa tonalidad
amarilla, es decir, menor cantidad de azlcares reductores a una concentracion de
enzima de 1,5%p/p; se observa tonalidad mas intensa para la concentracion de
enzima 4,5%p/p; indicando mayor presencia de azlcares reductores. Concluyendo
gue 2 dias es el tiempo adecuado, en el que la Xilanasa desemperio favorablemente
su actividad enzimética y al aumentar la concentracidon de enzima aumenta la
concentracion de azucares obtenidos. “La actividad enzimatica es favorable en
tiempos en los que la enzima consume sustrato en cantidades mesurables, esta es
proporcional al tiempo de reaccion cuando no ocurre saturacioén de la enzima por el
sustrato, al ocurrir la saturacién se provoca la pérdida de proporcionalidad”*?8,
posible razén por la cual se obtienen mejores resultados en el menor tiempo. De
igual forma de observa en el estudio realizado por Lima, Ingram y Smirnova!?® una
comparacion de conversion de celulosa en rangos de tiempo de 48h y 72h, donde
alcanzaron la mejor conversion del 90% a las 48h.

4.5.1.2 Andélisis a los 3 dias, variando concentracion de Xilanasa 1,5% p/p;
3% p/p y 4,5% p/p. Las muestras sometidas a hidrdlisis enzimética por 3 dias, y de
igual manera variando las concentraciones; se evidencia una menor concentracion
de xilosa al trabajar con 1,5%p/p de concentracion de Xilanasa y una mayor
concentracion al trabajar con 4,5%p/p como se observa en la figura 18.
Concluyendo que independientemente del tiempo de hidrdlisis, la concentracion de
azucares reductores aumenta con el aumento de concentracion de enzima, donde
se presenta una relacién directamente proporcional entre estas dos variables.

4.5.1.3 Andlisis con concentracién 1,5% p/p de Xilanasay variando tiempo 2
y 3 dias. Al manejar una concentracion de enzima de 1,5% p/p y variando el tiempo
2 y 3 dias, se observa en la figura 18 tonalidades amarillas en esta concentracion,
pudiéndose concluir que en los dos tiempos de hidrélisis se presenta baja
concentracion de azucares reductores; principalmente se evidencia una tonalidad
mas clara a los 3 dias. En este caso, a medida que aumenta el tiempo de hidrélisis
disminuye la concentracion de xilosa; cualitativamente se detalla menor rendimiento

128 \WEB DEL PROFESOR. Enzima catalaza: actividad enzimatica. factores que la afectan. determinacién de la
constante de michaelis-menten. efecto de inhibidores sobre la actividad enzimdtica. Disponible en:
http://webdelprofesor.ula.ve/farmacia/gmendez/manuales%20PDF/EXPERIMENTO%205%20CATALASA%20
06-04.pdf

129 [ IMA, Juan., INGRAM., Thomas Y SMIRNOVA, Irina. Hidrdlisis enzimatica de biomasa lignocelulosica: disefio
de proceso y optimizacion de parametros. Guatemala: facultad de ingenieria, Universidad del valle de
Guatemala, Revista 21.
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de azucares a una concentracion de enzima 1,5% p/p y un tiempo de hidrolisis de 3
dias, de la totalidad de tratamientos realizados.

4.5.1.4 Andélisis con concentracién 3% p/p de Xilanasay variando tiempo 2y
3 dias. Al manejar una concentracion de xilanasa de 3%p/p y variando el tiempo de
hidrdlisis, se observa una disminucion de azucares reductores al aumentar el tiempo
de hidrdlisis, obteniendo en esta concentracion menor presencia de azucares a los
3 dias. En la figura 18, se evidencia una disminucion de tonalidad de naranja ladrillo
a naranja claro que corresponde a 2 y 3 dias respectivamente. Concluyendo una
relacion inversamente proporcional entre el tiempo de hidroélisis y la concentracion
de azucares reductores.

4.5.1.5 Andlisis con concentraciéon 4,5% p/p de Xilanasa y variando tiempo 2
y 3dias. En lafigura 18, se observa que a una concentracion de 4,5%p/p de enzima,
se obtiene la mayor presencia de azucares reductores, evidenciando la tonalidad
mas intensa entre estas dos muestras de la totalidad de tratamientos, siendo de
mayor rendimiento la muestra de concentracion 4,5% p/p de enzima y un tiempo de
2 dias de hidrolisis, que de igual forma por analisis cuantitativo presentd la mayor
cantidad de azucares. A los 3 dias se tiene una menor tonalidad, concluyendo que
al aumentar el tiempo de hidrdlisis la enzima no trabaja favorablemente; esto puede
ser causado por una desnaturalizacion al saturar la actividad enzimética por una
mayor exposicion sobre la fibra de pifia. “El efecto del tiempo sobre la actividad de
una enzima se puede dividir en tres etapas: la primera en la cual la velocidad de la
reaccion se mantiene constante en el tiempo de incubacion (velocidades iniciales);
la segunda en la cual la velocidad de la reaccion comienza a disminuir; y la tercera
en que la velocidad cae a cero. Cabe mencionar que las enzimas son proteinas por
lo que las exposiciones de tiempos prolongados a temperaturas mayores de 5°
C produciran su denaturacion30,

4.5.2 Concentracion de xilosa. Se realizaron dos lecturas de absorbancias de
las diluciones de xilosa preparadas, con el fin de obtener la absorbancia promedio
de cada dilucién de concentracion conocida. En la realizacion del método DNS se
contempldé la gama de coloracion observando el aumento de la intensidad de color
a medida que aumentaba la concentracion de xilosa, como se observa en la imagen
17. Los datos de absorbancia obtenidos para las diferentes concentraciones se
presentan en la tabla 11. En la grafica 2 se encuentra la linealizacion de la curva de
concentracion de xilosa.

130 AQFSESIONES. Enzimas: Factores que afectan la actividad de las enzimas. [en linea]. Disponible en:
http://aqfsesiones.blogspot.com.co/p/enzima.html
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Tabla 11. Absorbancias obtenidas para diferentes concentraciones de xilosa.

Concentracion xilosa Absorbancia 1 Absorbancia 2 Promedio de
(AU) (AV) absorbancia
(mg/mL) (AU)
0 0 0 0

0,2 0,158 0,147 0,1525
0,4 0,261 0,226 0,2435
0,6 0,440 0,452 0,4460
0,8 0,565 0,550 0,5575
1,0 0,807 0,680 0,7435
1,2 0,848 0,735 0,7915
1,4 0,927 1,037 0,9820
1,6 1,041 1,074 1,0575
1,8 1,131 1,249 1,1900
2,0 1,607 1,609 1,6080

Imagen 17. Concentraciones de xilosa analizadas por método DNS.
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Grafica 2. Curva de calibracién y linealizacion ecuacion azucares reductores
(xilosa).
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La ecuacion de la recta para el analisis DNS y obtencién de concentracién de
azucares reductores se observa en la ecuaciéon 14.

Ecuacion 14. Ecuacion lineal de concentracion de xilosa.

absorbancia + 0,0179
0,7245

concentracion azucares reductores =

4.5.3 Cuantificacién de azucares reductores en los diferentes tratamientos
del disefio experimental. Se realizaron 2 lecturas de absorbancia para cada uno
de los 12 hidrolizados, para un total de 24 absorbancias tomadas por
espectrofotometria, datos que se utlizaran como réplicas para el analisis
estadistico. A continuacion, en la tabla 12, se muestran los valores de absorbancias
obtenidos para cada uno de los tratamientos realizados con su respectivo valor de
la réplica.
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Tabla 12. Absorbancias obtenidas de la totalidad de tratamientos del disefio
experimental de la hidrdlisis enzimética.

Muestras originales

Réplicas muestras

Conc. 2 dias 3 dias 2 dias 3 dias
E(;;:/rlnaa Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs
1 2 1 2 1 2 1 2
1,5 0,121 0,130 | 0,118 0,090 |0,097 0,113 |0,042 0,032
3,0 0,360 0,410 | 0,053 0,060 |0,165 0,221 |0,071 0,063
4.5 0,470 0,542 | 0,423 0,433 |0,440 0,413 |0,213 0,140

Haciendo uso de la ecuacion 14, se procede a calcular la concentracion de xilosa
respectiva para cada absorbancia, resultados que se observan en la tabla 13 y con
las concentraciones obtenidas se continua con el andlisis del disefio experimental.

Tabla 13. Concentraciones de azUcares reductores obtenidas a partir de la
ecuacion de calibracion de xilosa.
Muestras originales

Réplicas muestras

2 dias 3 dias 2 dias 3 dias
Conc. — y
Enzi Concentracion azucares reductores
nzima
%P/P (mg/mL)
1 2 1 2 1 2 1 2
15 0,192 0,204 | 0,188 0,149 | 0,159 0,181 | 0,083 0,069
3,0 0,522 0,591 | 0,098 0,108 | 0,252 0,330 | 0,123 0,112
45 0,673 0,773 | 0,609 0,622 | 0,632 0,595 | 0,319 0,218

Mediante el proceso de determinacion de azucares reductores se evidencia un bajo
rendimiento del proceso de hidrdlisis enzimatica. Observando en la tabla 13 las
concentraciones obtenidas, las cuales son bajas. Estos valores se deben a la
heterogeneidad del xilano constituyente de la fraccion hemicelulosica y al uso de
una Gnica enzima, la Xilanasa. “La hidrdlisis de xilanos requiere de la accién
sinérgica de un sistema complejo de enzimas, cuya interaccion ataca la cadena
principal, con las que desprenden los grupos laterales unidos a los residuos de
xilosa. Las enzimas que actuan sobre la cadena principal son las endo-f3-1,4-
xilanasas, 3-1,4-xilosidasas, y probablemente exoxilanasas, adicional a esto
dependiendo de la fuente de xilanos, las enzimas requeridas para atacar los grupos
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laterales son a-L-arabinosidasas y a-D-glucuronidasas’*®'. Se observa que las
mejores condiciones de hidrdlisis enzimética son 4,5% p/p de concentracién de
Xilanasa y un tiempo de hidrélisis de 2 dias, valores que se emplearan para la
muestra sometida a fermentacion, dado a que son las condiciones que muestran
mayor obtencion de azucares reductores.

En general se observan mejores resultados de rendimiento de azlcares reductores
en las muestras cuyo tiempo de hidrolisis fue de 2 dias, tiempo en el que la enzima
evidencio un mejor comportamiento con las condiciones y con el sustrato, mientras
que en las muestras cuyo tiempo de hidrélisis fue de 3 dias; se presentaron
inconvenientes por evaporacion de la fase acuosa, generando una posible
saturacion de la enzima a causa del sustrato. A continuacion, en la imagen 18 y 19
se observa el analisis de coloracion y absorbancia realizado mediante método DNS.

Imagen 18. Método DNS para muestras con 2 dias de tiempo de
hidrélisis

131 | OERA CORRAL, Op.cit.
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Imagen 19. Método DNS para muestras con 3 dias de tiempo de
hidrdlisis.

4.5.4 Grado de conversiony rendimiento de la enzima Xilanasa AN 20 durante
el proceso de hidrélisis. Al determinar el grado de conversion y el porcentaje de
rendimiento, se obtienen resultados bajos y con poca viabilidad industrial del
proceso de hidrolisis enzimatica, debido a que no se logra superar el 0,9% de
conversion de sustrato para la produccion de azUcares como se observa en la tabla
15. En la tabla 16 se evidencia que el rendimiento no fue superior al 4%, obteniendo
como mayor rendimiento en la conversion de hemicelulosa a celulosa un valor de
3,568%, que corresponde a la hidrélisis cuya concentracion de enzima fue de
4,5%pl/p y 2 dias de tratamiento. A continuacion, se presenta en la tabla 14 los
valores de volumen final de hidrolizado y la concentracién de azucares reductores
obtenidos, teniendo en cuenta Unicamente los datos de las muestras originales para
los calculos.

Tabla 14. Resultados azUlcares reductores mediante el método DNS.

Tratamiento Volumen final Concentracion promedio de
original hidrolizado (mL) azucares reductores (mg
xilosa/mL)
1,5%, 2 dias 58 0,198
3,0%, 2 dias 61 0,557
4,5%, 2 dias 60,5 0,723
1,5%, 3 dias 70,8 0,169
3,0%, 3 dias 67,5 0,103
4,5%, 3 dias 65,3 0,616
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Haciendo uso de las ecuaciones 9 y 10, se procede a determinar el grado de
conversion. A continuacion, se presenta la muestra de calculo para la combinacion
1,5% de concentracién de enzima y 2 dias de hidrélisis enzimatica.

m
Cantidad aztcares reductores (mg) = 58 mL * O, 198m—‘z
=|11,484mg
oy _ 11484mg B o
Grado de conversion (%) = ~ooomg " 100 = 0,229%

Tabla 15. Resultados de la conversion de la enzima Xilanasa AN 20 durante la
hidrolisis.

Tratamiento Volumen final Concentracion promedio Grado de
original hidrolizado (mL) de azucares reductores conversion
(mg xilosa/mL) (%)
1,5%, 2 dias 58 0,198 0,229
3,0%, 2 dias 61 0,557 0,679
4,5%, 2 dias 60,5 0,723 0,875
1,5%, 3 dias 70,8 0,169 0,239
3,0%, 3 dias 67,5 0,103 0,139
4,5%, 3 dias 65,3 0,616 0,804

Aplicando las ecuaciones 11 y 12, se determina el rendimiento. A continuacion, se
presenta la muestra de céalculo para la combinacion 1,5%p/p de concentracién de
enzima y 2 dias de hidrélisis enzimatica.

Cantidad teoérica de xilosa obtenible (g)

g xilosa g hemicelulosa
=5(g) * 0,852 , *0,2878
g hemicelulosa g sustrato

Cantidad teodrica de xilosa obtenible (g) =|1,226 g xilosa

11,484 mg
*

Rendimiento (%) = ———2
endimiento (%) 1226 mg

100 H40,937%
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Tabla 16. Rendimiento hidroélisis enzimatica con base a la cantidad de hemicelulosa
disponible en la fibra.

Tratamiento original Rendimiento (%)
1,5%, 2 dias 0,937
3,0%, 2 dias 2,771
4,5%, 2 dias 3,568
1,5%, 3 dias 0,976
3,0%, 3 dias 0,567
4,5%, 3 dias 3,281

En el proyecto realizado por Santos y Zabala'®?, llamado “Evaluacion de la
produccion de etanol a partir de residuos organicos y sus diferentes mezclas,
generados en la empresa de alimentos S.A.S” determinaron el % de grado de
conversion y % de rendimiento de la enzima Multifect B durante el proceso de
hidrolisis, enzima que actud sobre diferentes sustratos como son los residuos de
mora, mango, lulo, limén, maracuya y mezclas de estos, de manera similar
obtuvieron resultados bajos, con un valor maximo de 0,533% y 6,51% de grado de
conversion y rendimiento respectivamente para la mezcla limén- lulo, donde
evidenciaron la poca viabilidad comercial de estos resultados.

En el caso del proyecto realizado por Malagén*33, llamado “Obtencién de etanol a
partir de brécoli y cascara de arveja empleando la enzima Multifect 720 de caracter
basico a nivel de laboratorio” se presentaron resultados apreciables para el grado
de conversion en el proceso de hidrdlisis enzimatica, de un 14,2%para la cascara
de arveja 13,4% para el brocoli en un tiempo de 24 horas.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO DISENO EXPERIMENTAL DE HIDROLISIS
ENZIMATICA

Como ya se menciond, se realiza un analisis de varianza (ANOVA), con el cual se
puede evaluar el efecto de la concentracion de la enzima, del tiempo de hidrélisis y
de la interaccion de ambas condiciones en la concentracion de azucares reductores.
Se utiliza las tablas de distribucién F, con un nivel de significancia de 0,05, es decir;
un 95% de confiabilidad de la prueba. En la tabla 17 se observan los datos de
concentracion de azucares reductores unificados por bloques, cada bloque
conformado por los valores resultantes en la interaccion de condiciones de igual
forma se encuentran valores relacionados a sumatorias de estos para la iniciacion

132 SANTOS, Judith Y ZABALA, Diego. Evaluacién de la produccidn de etanol a partir de residuos orgénicos y
sus diferentes mezclas, generados en la empresa de alimentos S.A.S. Trabajo de grado ingeniero quimico.
Bogota, D.C: Fundacidn Universidad de América. Facultad de ingenierias, 2016. 79 P.

133 MALAGON, OP.Cit., P. 8.
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del andlisis estadistico experimental. La tabla 18 muestra calculos del andlisis
ANOVA, valores necesarios para realizar la distribucion F, datos que se observan
en la tabla 19.

Tabla 17. Datos de concentracidon de azucares reductores con relaciéon a
concentracion de enzima, tiempo de hidrélisis y calculos de analisis de bloques.

Tiempo de hidrélisis
Concentracion (FACTOR B) yi*
Enzima 2 dias 3 dias
(FACTOR A)

0,192 0,188
0,204 0,149
1,5% pl/p 0,159 0,083
0,181 0,069

y1**= 1,225

y11*=0,736 y12*=0,489
0,522 0,098
0,591 0,108
3.0% p/p 0,252 0,123
0,330 0,112
*k—

y21*=1,695 y22*=0,441 y2*=2,136
0,673 0,609
0,773 0,622
4,5% plp 0,632 0,319
0,595 0,218

y31*=2 673 y32*=1,768 y3*=4,441

VA y*2*=5,104 y*3*=2,698 y***=7,802

A continuacion, se realizan los calculos para el analisis ANOVA, se hace uso de la
ecuacion 15 a la ecuacion 24.

Ecuacion 15. Suma cuadrados totales.

y. 2
SCT = XX yij? — ( N)

Ecuacion 16. Suma cuadrados entre factor A (tiempo hidrolisis).

SCEy = -=-3y,2 — (5)
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Ecuacién 17. Suma cuadrados entre factor B (concentracion enzima).

1 Yerr
SCEn = g B - < N )

Ecuacion 18. Suma cuadrados entre interaccion tiempo de hidrolisis y
concentracion de enzima.

2
Vs

1

)—Saa—sag

Ecuacion 19. Suma cuadrados dentro tratamientos-error residual.

SCDER = SCT_ SCEA - SCEB - SCEAB

Ecuacion 20. Cuadrados medios entre tiempo de hidrolisis.

SCE,

CMEA:a—l

Ecuaciéon 21. Cuadrados medios entre concentracion de enzima.

SCEg

CMEp = 3—

Ecuacion 22. Cuadrados medios entre interacciéon tiempo de hidrélisis y
concentracion de enzima.

SCE,z
(a-1D®-1)

CMEAB =

Ecuacion 23. Cuadrados medios dentro tratamientos-error residual.

SCDgp

“MDsr = by« (n— D)
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Ecuaciéon 24. Cuadrados medio total.

Dénde:

yij es cada uno de los valores de la variable respuesta
N es el nimero total de datos (24 valores),

b es el numero de niveles del factor B

n es el numero de réplicas por tratamiento

yij* es la suma de datos en cada bloque

yi** es la suma de los yij* horizontalmente

a es el numero de niveles del factor A

*I* es la suma de yij* verticalmente

y*** es la suma de los y*j* o de los yi**

Tabla 18. Tabla analisis ANOVA.

Fuentes de Suma Grados Cuadrados
variaciéon cuadrados libertad medios
Entre concentracién SCE, = 0,6869 a-1=2 CME,=0,3435
de enzima
Entre tiempo SCEg = 0,2412 b-1=1 CMER = 0,2412
hidrélisis

Entre interaccion SCE,z = 0,0654 (a-1)*(b-1)=2 CME,z = 0,0327
tiempo-
concentracion

Dentro tratamientos  SCDgz = 0,2299  a*b*(n-1) =18  CMDgr = 0,0128
error residual

Total SCT =1,2235 N-1=23 CMT = 0,0532

Se realizan célculos de distribucién F, haciendo uso de la ecuacion 25 a la ecuacion
27.

Ecuacién 25. Distribucion F, tiempo de hidrdlisis.

- CME,
"~ CMDgg
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Ecuacion 26. Distribucion F, concentracion de enzima.

_ CMEy

FB =
CMDpgp

Ecuacion 27. Distribucion F, interaccidén tiempo de hidrélisis y concentracion de
enzima.

_ CMEg
FAB = CMDgp
Tabla 19. Distribucion F.
Distribucion F (calculada) Distribucion F (tablas)
FA = 26,8359 FTA0,05,2,18 = 3,55
FB == 18,84‘38 FTBO,05,1,18 = 4,4‘1
FAB = 2,55470 FTAB 05218 = 3,55

En las gréficas 3, 4 y 5, se observa la distribucion de Fisher para cada uno de los
factores analizados, observando el contraste de las hipétesis planteadas. la
distribucion F “es una técnica que permite detectar la existencia o inexistencia de
diferencias significativas entre muestras diferentes y que es, por tanto, esencial, en
todos aquellos casos en los que se quiere investigar la relevancia de un factor en el
desarrollo y naturaleza de una caracteristica”3

134 UNIVERSIDAD DE VALENCIA. Distribucion F de Snedecor. [en linea]. Disponible en:
https://www.uv.es/ceaces/normaMu/f/f.htm
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Grafica 3. Distribucion F, factor concentracion de
enzima.

Zona 1 Zonade
Aceptacion {1 Rechazo

355 26,8358

Grafica 4. Distribucion F, factor tiempo de hidrdlisis.
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Grafica 5. Distribucion F, interaccion concentracion de
enzima y tiempo de hidrolisis

Zona | Zona de
Aceptacién Rechazo
— | D™\
R
2,55473.‘55

De acuerdo con las graficas 3, 4 y 5 se observa que las hip6tesis Ho para el factor
A=No hay efecto del cambio de concentracion de la enzima Xilanasa en la
concentracion de azlcares reductores(xilosa) y Ho para el factor B=No hay efecto
del cambio de tiempo de hidrolisis enzimética en la concentracion de azucares
reductores (xilosa) son rechazadas, al quedar el valor calculado de distribucién F
dentro de la zona de rechazo, mientras que la hipétesis Ho correspondiente a la
interaccion del factor A y B= No hay efecto de la interaccion concentracion de
Xilanasa y tiempo de hidrélisis enzimatica en la concentracion de azlcares
reductores (xilosa) es aceptada, al quedar el valor calculado de distribucion F fuera
de la zona de rechazo, por lo tanto, segun el andlisis estadistico de la hidrélisis
enzimatica, hay efecto de la concentracion de enzimay del tiempo de hidrdlisis, pero
no de la interaccion de estos en la concentracion de azucares reductores como
variable respuesta, razén por la que se observa que la concentracion de enzima de
4,5%p/p y tiempo de hidrélisis 2 dias son las mejores condiciones de hidrdlisis.

4.7 FERMENTACION

Este proceso tiene como fin la obtencién de xilitol, a partir de xilosa; a través de
levaduras del genero Candida, en este caso, Candida guiliermondii y Candida
tropicalis, ya que, “las especies que han reportado mayores productividades y
rendimiento son Candida tropicalis, Pichia stipitis, Pachysolen tannophilus, Candida
guilliermondii, Debaryomyces hansenii y Candida parapsilopsis, fluctuando los
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rendimientos de xilitol respecto a la xilosa entre 0,73-0,88% vy las productividades
entre 1,73 y 3,15g/L*h"%,

4.7.1 Activacion de levaduras. En la imagen 20 se observa como fueron
entregadas las levaduras Candida guilliermondii y tropicalis en medio de cultivo PDA
por la coleccion de microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana. Siendo
estas almacenadas en nevera a 4°C hasta su utilizacion.

Imagen 20. Levaduras de Candida guilliermondii CMPUJ
HO025 y Candida tropicalis CMPUJ H029.

Para la activacion de las levaduras es necesario realizar la siembra de las mismas
en un medio de cultivo puro y seco, como el que se observa en la imagen 21; esta
siembra se realiza tomando una azada de la levadura correspondiente y por el
método de agotamiento, como se observa en la imagen 22.

135 GONZALEZ, J. ALVAREZ, M. ORNELAS, L. ZAMUDIO, M. Produccién y aplicaciones biotecnoldgicas del
Xilitol. Laboratorio de Bioquimica del Departamento de Ingenieria Bioquimica, Instituto Tecnoldgico de
Morelia; Avenida Tecnoldgico 1500. C. P. 58120. Morelia, Mich, México. Revista de Biotecnologia, Afio 2011,
Vol. 15 No. 2. P.25
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Imagen 21. Medio de cultivo PDA (Agar papa dextrosa) puro y
fresco.

Imagen 22. Siembra de levadura Candida guilliermondii y
tropicalis en medio de cultivo PDA respectivo.

Como se puede observar en la imagen 23 la activacion de las levaduras se dio
correctamente. En el medio que contiene Candida guilliermondii se observan
colonias humedas, con apariencia cremosa Yy color blanco, caracteristicas
macroscopicas comunes de esta. En el medio que contiene Candida tropicalis se
observan colonias humedas, con apariencia mas cremosa comparado con la
guilliermondii y color blanco, caracteristicas macroscopicas comunes de esta.
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Imagen 23. Candida guilliermondii y tropicalis después de
tiempo de incubacion.

4.7.2 Activacion de cepas de Candida guilliermondii y Candida tropicalis en
hidrolizado de pifia. El sustrato, en este caso a descomponer son azlcares entre
los cuales se encuentran xilosa y glucosa. La activacién toma un tiempo de 12 horas
a una temperatura de 28°C en una incubadora como se puede observar en la
imagen 24, tiempo y temperatura adecuado para garantizar que cada levadura fue
inoculada a la totalidad del volumen (200mL) en fase activa de crecimiento y en fase
reproductiva en un volumen de caldo previo, de manera que al iniciar la
fermentacién las levaduras se encuentren en completa viabilidad y crecimiento,
impidiendo que se produzca el crecimiento de otros microorganismos,
especialmente bacterias.

Posteriormente a este tiempo, el microorganismo se adapta a su nuevo medio de
crecimiento. La muestra toma una apariencia cremosa y de tonalidad totalmente
blanca como se observa en la imagen 25.
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Imagen 24. Incubadora utilizada para garantizar una adecuada temperatura de
activacion de cepas.
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4.7.3 Fermentacion. Al momento de empezar el proceso de fermentacion en si, lo
ideal es que durante la activacion se haya presentado la fase de latencia y las
levaduras comiencen este proceso en fase exponencial de crecimiento y en fase
reproductiva. Este proceso se realizd en el laboratorio clinico Garcia y Asociados
S.A.S., laboratorio el cual cuenta en su area de microbiologia con un
termohigrometro, como el que se puede observar en la imagen 26, con el cual se
mide la temperatura tres veces al dia (mafiana, tarde y noche), garantizandose que
la temperatura siempre se encuentre entre un rango de 24-28°C.

Imagen 26. Termohigometro utilizado para medir la temperatura.

4.7.3.1 Concentracién inicial de inéculo. Para dar inicio al proceso de
fermentacién es necesario ajustar la concentracion inicial de cada indculo de
levadura Candida tropicalis y Candida guilliermondii, como ya se mencion6
anteriormente. Se determina la concentracion de pre-indculo y se calcula el volumen
necesario de este para preparar 200mL de caldo con una concentracion inicial de 1
x 107 células/mL en el montaje de fermentacién de cada levadura, como se observa
en la imagen 27.
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Imagen 27. Montaje fermentacion Candida guilliermondii y Candida
tropicalis.

En la tabla 20 y 21 se muestran la cantidad de células contadas en el pre-in6culo
de Candida guilliermondii y tropicales respectivamente; a continuacion, se realizan
los calculos para la determinacion del volumen necesario de pre-indculo para
preparar el caldo con la concentracién de microorganismo deseada.

Tabla 20. Conteo celular inicial, Candida guilliermondii.
Cuadrante Cuadrante Cuadrante Cuadrante Cuadrante Total, células
1 2 3 4 5
12 14 16 14 13 69

Concentracion (células/mL):

No.de Células contadas * Inverso del Factor de dilucién

Concentracion = v
Nuamero de cuadrantes contados
5E * Factor de volumen
B No.de células contadas * Inverso del Factor de diluciéon
Concentracion = £
5% * 1*10~4mlL3
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No.de células contadas * Inverso del Factor de dilucion
2x10-5

Concentracion =

Invirtiendo:

namero célulaSJ B No.de células contadas * 50000

Concentracion [

mL Factor de dilucion

Concentracion celular de Candida guilliermondii:

namero célulaSJ B 69 células * 50000mL™1

Concentracion [
1072

mL

= 13,45 = 108 células/mL

Tabla 21. Conteo celular, activacion Candida tropicalis.
Cuadrante Cuadrante Cuadrante Cuadrante Cuadrante Total, células
1 2 3 4 5
6 8 8 6 9 37

Concentracion celular de Candida tropicalis:

namero células B 37células * 50000mL™1

Concentracion l =
mlL 102

=| 1,85 * 108 células/m

Tabla 22. Concentracion de células posterior a la activacion de levaduras.

Levadura Conteo Diluciones Concentracioén
(células/mL)
guilliermondii 69 2 3,45*108
tropicalis 37 2 1,85*108

Para obtener un caldo de 200 mL con una concentracién de 10.000.000 células/mL
de Candida guilliermondii y Candida tropicalis se realizan los siguientes calculos:

- Candida guilliermondii:
vlxcl =v2*c2
v1 * 345.000.000 = 200mL = 1 x 107
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vl = 5,80 mL

Se toman 5,80mL de pre-indculo y se completa con 194,2mL de caldo de pifia
esteril

- Candida tropicalis:

vlxcl =v2x*xc2
v1 * 185.000.000 = 200mL * 1 x 107
vl =10,80 mL

Se toman 10,80mL de pre-indculo y se completa con 189,2mL de caldo de pifia
estéril.

4.7.3.2 Coloracion Gram. Al realizar la coloracion Gram se observa que no se
desarrollan impurezas y tampoco hay presencia de microorganismos no deseados,
esto se puede evidencias en las imagenes 28 y 29.

Imagen 28. Coloracion Gram Candida guilliermondii pre-inoculada.
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Imagen 29. Coloracion Gram Candida tropicalis pre-inoculada.

4.7.3.3 Seguimiento microscopico del crecimiento de levaduras. A
continuacion, se presenta la muestra de calculo para determinar la concentracion
celular del crecimiento de levaduras dado en las dos fermentaciones, cada una con
dos réplicas técnicas en el momento de realizar los conteos. En las curvas de
crecimiento, se observan las fases de desarrollo de cada levadura y se determina
el tiempo al cual se detiene el crecimiento microbiano de cada levadura.

La totalidad de células contadas por medio de cadmara Neubauer para cada
fermentacién y cada una de sus réplicas en intervalos de 12 horas se muestran en
los anexos 10 y 11; en el tiempo cero la concentraciéon de las dos levaduras es de
1 x 107 células/mL, concentracion inicial.

El conteo es realizado en cinco cuadrantes del cuadrado central de la camara
Neubauer que esta conformado por 25 cuadrados en total, los cinco cuadrantes
utilizados son los de cada vértice y el cuadrante central. La cAmara tiene una medida
de 3x3 mm, constituida por 9 cuadrantes grandes en total, cada uno de estos con
una medida de 1x1 mm como se muestra en la figura 19, resaltando el cuadrante
utilizado para la realizacion de conteos.
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Figura 19. Cuadrilla y medidas de la camara de Neubauer.
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Fuente: INIBIOMA, curso tedrico-practico sobre microscopia y recuento de
levaduras para productores de cerveza. Bariloche, Argentina. Disponible en:
http://www.somoscerveceros.com/wp-content/uploads/2014/11/Teorica-Curso-
Microscopio-La-Plata-2014-V5.pdf.

Cada uno de los cinco cuadrantes tiene una superficie de 0,04 mm?, se tiene una
profundidad de 0,1 mm; que corresponde a la distancia encontrada entre la cAmara
y el portaobjetos, por lo tanto, el volumen total de conteo celular es el siguiente:

Volumen total = cuadrantes utilizados * profundidad * superficie cuadrante

volumen total =5 * 0,1mm * 0,2 mm * 0,2 mm

volumen total = 0,02 mm3 = 0,00002mL

4.7.3.3.1 Concentracion celular Candida guilliermondii y Candida tropicalis
durante la fermentacién. Para determinar la concentracion celular en cada
intervalo de tiempo, se utiliza la siguiente ecuacion:

células No.de células contadas

mL  Factor de diluciéon * Volumen total

A continuacion, se realiza una muestra de célculo para la determinacién de la
concentracion celular de la primera réplica técnica de Candida guilliermondii a las
12 horas de fermentacion.

células B 61 células _
mL ~ 10"2%0,00002mL

3,05 x 108celulas/mL
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En la tabla 23, se observan todos los valores obtenidos de concentracion celular
durante el proceso de fermentacion de la levadura Candida guilliermondii, con su
correspondiente replica.

Tabla 23. Concentracion de células en la fermentacion con Candida guilliermondii.

Tiempo Reéplica No.de Diluciones Concentracion Log
(hora) técnica  células (células/mL)  células/mL
contadas

0 R1 - 1,00%107 7,00
R2 - e 1,00*107 7,00

R3 - 1,00*107 7,00

12 R.1 61 2 3,05*108 8,48
R.2 58 2 2,90*108 8,46

R.3 59 2 2,95*108 8,47

24 R.1 63 2 3,15*108 8,50
R.2 60 2 3,00%108 8,48

R.3 52 2 2,60*108 8,41

36 R.1 64 2 3,20*108 8,51
R.2 62 2 3,10*108 8,49

R.3 53 2 2,65*108 8,42

48 R.1 73 2 3,65*108 8,56
R.2 82 2 4,10*108 8,61

R.3 71 2 3,55*108 8,55

60 R.1 73 2 3,65*108 8,56
R.2 87 2 4,35*108 8,64

R.3 76 2 3,80*108 8,58

72 R.1 99 2 4,95*108 8,69
R.2 97 2 4,85*108 8,69

R.3 97 2 4,85*108 8,69

84 R.1 95 2 4,75*108 8,68
R.2 95 2 4,75*108 8,68

R.3 96 2 4,80*108 8,68

96 R.1 91 2 4,55*108 8,66
R.2 88 2 4,40*108 8,64

R.3 92 2 4,60*108 8,66
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En la tabla 24, se observan todos los valores obtenidos de concentracion celular
durante el proceso de fermentacion de la levadura Candida tropicalis, con su
correspondiente replica.

Tabla 24. Concentracion de células en la fermentacion con Candida tropicalis.

Tiempo Réplica conteos diluciones Concentracion Log
(hora) técnica (células/mL)  células/mL
0 R1 - e 1,00*10 7,00

R2 - 1,00%107 7,00
R3 - e 1,00*10 7,00
12 R.1 46 2 2,30*108 8,36
R.2 48 2 2,40*108 8,38
R.3 48 2 2,40*108 8,38
24 R.1 57 2 2,85*108 8,45
R.2 54 2 2,70*108 8,43
R.3 56 2 2,80*108 8,45
36 R.1 57 2 2,85*108 8,45
R.2 61 2 3,05*108 8,48
R.3 58 2 2,90*108 8,46
48 R.1 71 2 3,55*108 8,55
R.2 66 2 3,30*108 8,52
R.3 59 2 2,95*108 8,47
60 R.1 70 2 3,50*108 8,54
R.2 73 2 3,65*108 8,56
R.3 72 2 3,60*108 8,56
72 R.1 85 2 4,25*108 8,63
R.2 93 2 4,65*108 8,67
R.3 88 2 4,40%108 8,64
84 R.1 92 2 4,60*108 8,66
R.2 88 2 4,40*108 8,64
R.3 87 2 4,35*108 8,64
96 R.1 88 2 4,40%108 8,64
R.2 85 2 4,25*108 8,63
R.3 83 2 4,15*108 8,62
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“La mayoria de levaduras se reproducen asexualmente por gemacion, en este
proceso se forma una pequefa protuberancia en la periferia de la célula, esta
protuberancia se agranda hasta alcanzar casi el tamafio de la célula madre al irse
llenando de material citoplasmético de esta. EI material nuclear se replica por
mitosis y una parte pasa a la célula hija, luego se forma la pared que divide las dos
células y la célula hija se desprende de la célula madre”*36.

Las levaduras presentan dos fases de vida, la trofofase en la que los
microorganismos crecen de forma logaritmica, donde inicialmente la célula
consume nutrientes y genera un crecimiento celular en tamafio, para que luego el
microorganismo presente gemacion y la idiofase, fase que corresponde a la
produccion de metabolitos secundarios, donde el microorganismo no crece, pero
sigue metabdlicamente activol3’.

La trofofase y la idiofase son fases equivalentes a las fases de crecimiento en un
sistema cerrado en medio liquido como son la fase de latencia; en la que el
microorganismo se adapta al medio para crecer, fase exponencial; en la que las
células presentan su mayor actividad metabdlica presentando un crecimiento
logaritmico, fase estacionaria; aquella donde el nimero de muertes microbianas
compensa el de células nuevas y la poblacion se estabiliza y por dltimo la fase de
muerte, en la que el nimero de muertes supera el niumero de nuevas células
formadas®®.

En las gréficas 6, 7 y 8, se muestra la curva de crecimiento de la levadura Candida
guilliermondii, en el proceso de fermentacion, utilizando como sustrato caldo
hidrolizado de pifia. La fase de latencia no es notoria, ya que, para la preparacion
del crecimiento del microorganismo y adaptacion al nuevo medio, es decir, la pre-
inoculacién, se traspas6 una azada, desconociéndose la concentracion de
microorganismo inicial utilizado; después de cumplidas las 12 horas de adaptacion,
se realiza el conteo respectivo del pre-inéculo comenzando la fermentacién con una
concentracion inicial de levadura de 1x107células/mL. En las 3 gréficas, se observa
que el crecimiento microbiano fue notorio a las 12 horas de tratamiento,
cumpliéndose satisfactoriamente la fase de crecimiento exponencial.

136 GARCIA, Vera. Introduccién a la microbiologia. Reproduccién levaduras. 2 ed. San José, Costa Rica: editorial
EUNED, 2004. P 109.

137 MATEOS, Pedro. Produccién industrial de metabolitos secundarios. Disponible en:
https://www.researchgate.net/profile/Pedro_Mateos2/publication/261983344_Produccion_Industrial_de_
Metabolitos_Secundarios/links/0deec5360d3a08a9fc000000/Produccion-Industrial-de-Metabolitos-
Secundarios.pdf

138 TORTORA, Gerard., CASE, Christine y FUNKE, Berdell. introduccién a la microbiologia. Fases de crecimiento.
9 ed. Madrid: editorial medica panamericana. S.A, 2007. P 177.
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Grafico 6. Curva de crecimiento Candida guilliermondii, primera réplica técnica
de fermentacion.
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Grafico 7. Curva de crecimiento Candida guilliermondii, segunda réplica técnica

de fermentacion.
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Grafico 8. Curva de crecimiento Candida guilliermondii, tercera réplica técnica de
fermentacion.
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En las gréficas 9, 10y 11, se muestra la curva de crecimiento de la levadura Candida
tropicalis, en el proceso de fermentacion, utilizando como sustrato caldo hidrolizado
de pifia, al igual que en la levadura Candida guilliermondii. La fase de latencia no
es notoria, ya que al igual que para la levadura Candida guilliermondii, para la pre-
inoculacién, se traspas6 una azada, desconociéndose la concentracion de
microorganismo inicial utilizado; después de cumplidas las 12 horas de adaptacion,
se realiza el conteo respectivo del pre-inéculo comenzando la fermentacién con una
concentracion inicial de levadura de 1x107células/mL. En las 3 gréficas, se observa
que el crecimiento microbiano fue notorio en el rango de tiempo de O a 18 horas
aproximadamente de tratamiento, lo cual, representa la fase de crecimiento
exponencial.

Concluyendo que para las dos levaduras utilizadas; durante la fase exponencial, el
medio de cultivo proporcion6 los requerimientos que necesitaba la levadura para su
crecimiento; ademas de poseer las condiciones adecuadas de temperatura,
aireacion y agitacion. Después de 17-18 horas aproximadamente, se puede
observar el comienzo de la fase estacionaria, en la cual, el nimero de células se
vuelve constante; estableciéndose un equilibrio entre el nimero de células que
mueren y el nimero de células que se forman, esto se presenta debido a factores
como, el descenso de nutrientes, la falta de espacio y oxigeno, y la acumulacion de
productos metabdlicos téxicos. No es notaria una fase de muerte, ya que se finalizé
el proceso de fermentacion a las 96 horas.
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Grafico 9. Curva de crecimiento Candida tropicalis, primera réplica técnica de
fermentacion.
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Grafico 10. Curva de crecimiento Candida tropicalis, segunda réplica técnica de
fermentacion.
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Grafico 11. Curva de crecimiento Candida tropicalis, tercera réplica técnica de
fermentacion.
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Comparando el crecimiento presentado por las levaduras Candida guilliermondii y
Candida tropicalis; se puede observar que, a las 17-18 horas, tiempo aproximado
en el cual finaliza la fase exponencial de las dos levaduras, se presenta un mayor
crecimiento microbiano de la levadura Candida guilliermondii. Realizando un
promedio entre las réplicas de los conteos realizados, para cada levadura, a las 12
horas, el nimero de células de Candida guilliermondii era 2,96*108células/mL vy el
de Candida tropicalis de 2,36*108células/mL, presentando una diferencia de
0,62células/mL, pudiendo confirmar que el crecimiento de la Candida guilliermondii
fue mayor. En cuanto a la fase estacionaria, las dos levaduras presentan
concentraciones que no varian de forma significativa. Realizando un promedio entre
las réplicas de los conteos realizados, para cada levadura, a las 96 horas; el nUmero
de células de Candida guilliermondii era 4,51*108células/mL y el de Candida
tropicalis de 4,26*108células/mL. Concluyendo que las condiciones del medio,
temperatura, aireacion y agitacion los cuales fueron factores controlados,
favorecieron de mejor manera el crecimiento de la levadura Candida guillermondii,
por lo cual, se espera un mayor rendimiento en la produccion de xilitol en esta
fermentacion.

130



A partir del segundo dia de fermentacion en intervalos de 24 horas se realiza un
seguimiento de la pureza del proceso de fermentacion de cada levadura mediante
la coloracién Gram, como se observa en la imagen 30. se pudo observar a través
del microscopio que durante el proceso de fermentacién no hubo contaminacién del
hidrolizado, es decir, la esterilizacion de los recipientes e hidrolizado cumplié con su
fin y las condiciones del ambiente externo no afectaron el proceso; pudiéndose dar
el crecimiento de las levaduras de la manera esperada.

Imagen 30. Procedimiento tincion de Gram.

4.8 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION HPLC

En las imagenes 31 y 32, correspondientes a los cromatogramas de la muestra
fermentada con Candida guilliermondii se observa que no se detecta ninguna
concentracion de xilitol, de igual forma se observa en las imagenes 33 y 34
correspondientes a los cromatogramas de la muestra fermentada con Candida
tropicalis. Estos resultados se deben a diferentes factores involucrados durante el
desarrollo experimental, principalmente en el proceso de pretratamiento quimico,
hidrolisis enzimatica y fermentacion. En el anexo M se observa la recta patron de
xilitol, estandar utilizado para la determinacion de este.
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Imagen 31. Cromatografia HPLC. Muestra fermentada con Candida guilliermondii.

Method
<<Data Acquisition>>
LC Stop Time :10.00 min
—Detector A--
Name :Detector A
Sampling Frequency :2 Hz
Start Time :0.00 min
End Time :10.00 min
Sample Information
Sample Name : HF 4863 A
Sample ID : HF 4863 A
Tray# 3 |
Vail# 13
Data Filename : 2017-07-12 HF 4863 A.lcd
Method Filename : Metodo Polioles. lem
Batch Filename : 2017-07-12 HF4862-63.1cb
Date Acquired : 272017 5:19:16 PM
Data Processed : TN32017 9:51:58 AM
HF 4863 A
mV
4 Det.A Ch1
50
25+
0
T T T
0.0 25 5.0 7.5 10.0
min

Imagen 32. Réplica cromatografia HPLC. Muestra fermentada con Candida
guilliermondii.

Method
<<Data Acquisitionzs
LC Stop Time = 1OUOD) i
—Detectonr A--
MName ‘Detector A
Sampling Frequency 2 Hz
Start Time 0L 00 i
End Time = 1OUOD) i
Sample Information
Sample Name : HF 4863 B
Sample IL» : HF 4863 B
Tray# + 1
Wail# 12
Dara Filename : 201 7-07-12 HF 4863 B lod
Method Filename : Metodo Polioles lem
Baich Filename 1 201 T-07-12 HF4862-63.1ch
Date Acguired  TI2017 5:20:44 PM
Dhata Processed : TNZ201T 95150 AM
HF 4863 B
m\
] Det.A Ch1
S0
25
ot—/
T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
min
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Imagen 33. Cromatografia HPLC. Muestra fermentada con Candida tropicalis.

s Data Acguisitions.
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Imagen 34. Réplica cromatografia HPLC. Muestra

tropicalis.

fermentada con Candida

LC Stop Time
—Dretector MA--
MName

Start Time
End Time

Sample Name
Sample 1Dy

Tray#

Woail#

Data Filename
Method Fillename
Bartch Filename
Date Acqguired
Data Processed

mf

Sampling Frequency

Method

o Data Acquisitionzo-

R LER W i

‘Detector A
2 Hz

0L mim

= 10LOH i

Sample Information
: HF 4862 B
: HF 4862 B
: 1
= (1]
: 201 7-07-12 HF 4862 B.lcd
: Metodo Polioles. lom
: 201 7-07-12 HF4862-63 1ch
: TI2Z201T 5:08:48 PM
THEI201T 1:57:49 PM
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En la tabla 25 se muestra el informe concluyente de determinacién de xilitol, donde
se observa de manera explicita que no se detectd concentracién alguna de este
poliol, razon por la cual no fue posible el desarrollo y cumplimiento del tltimo objetivo
de esta investigacién, que corresponde a la comparacion de rendimientos de cada
especie de levadura en el proceso de bioconversion de xilosa a xilitol, por lo tanto,
es necesario realizar un andlisis de los posibles problemas presentados.

Tabla 25. Resultados cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

INFORME DE RESULTADOS No. 430

/ §
LIAC Matriz Metroeiczlfjele Unidades| Resultado |Rango Normatividad| Fecha Analisis | Observaciones

ALIME | Polioles -
NTOS | AoAC HPLC| MOt
HUMAN |R/Cromatog
0S rafia Liquida

No detectado NA 13/07/2017

ALIME | Policles - . L 1207/2017
NTOS | AOAC HPLC ng/L No detectado NA 13/07/2017

HUMAN [R/Cromatog
0s rafia Liquida

4.9 ANALISIS DE FACTORES DE IMPEDIMENTO PRESENTADOS EN LAS
DIFERENTES ETAPAS DE PRODUCCION BIOTECNOLOGICA DE XILITOL

A continuacion, se realiza un analisis detallado de los posibles factores que
impidieron la sintesis biotecnologia de xilitol, estudiando los principales procesos de
experimentacion realizados.

4.9.1 Deslignificacion de fibra mediante inmersion en solucion de NaOH. “Los
tratamientos basados en la utilizacion de alcalinos se dirigen tanto a las fracciones
de lignina como de hemicelulosa, durante esta operacion se degrada cantidad
significativa de hemicelulosa, ya que el principal efecto del tratamiento alcali es el
aumento de la digestibilidad de celulosa”!®®. Es posible que haya ocurrido la
disminucién de hemicelulosa y un aumento significativo de celulosa en el
pretratamiento quimico (hidrélisis alcalina), como se dio en los resultados obtenidos
en el estudio llamado “Efectos de los tratamientos de hidrdlisis acida e hidrdlisis
alcalina en la estructura del bagazo de malta para liberacién de fibras de celulosa”
realizado por Mussato, S; Dragone, G; Fernandes, M; Rocha, G; y Roberto, 1'*; en

139DA SILVA, Op. Cit., P 21.

140 MUSSATO, S; DRAGONE, G; FERNANDES, M; ROCHA, G; Y ROBERTO, |. Efectos de los tratamientos de
hidrdlisis acida e hidrdlisis alcalina en la estructura del bagazo de malta para liberacion de fibras de celulosa.
Escola de Engenharia de Lorena — Departamento de Biotecnologia (Universidade de Sdo Paulo — EEL - USP)
Estrada Municipal do Campinho s/no, CEP: 12602-810, Lorena/SP — Brasil. 2006. Disponible en:
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el cual, se somete el bagazo de malta a una reaccion alcalina empleando NaOH
2%p/v a 120°C por 90min, condiciones similares a las cuales fue sometida la
cascara de pifia. A continuacion, en la tabla 26 se muestran los resultados obtenidos

en el estudio mencionado.

Tabla 26. Composicién quimica del bagazo de malta en la forma original y de
las pulpas obtenidas después de cada proceso para liberacion de las fibras
de celulosa.

Bagazo de Pulpa 1 Pulpa 3
malte original

Componente (% p/p)
Celulosa 16.8 34.0 90.5
Hemicelulosa 284 7.9 1.1
Lignina 27.8 49.2 8.2
Otros™’ 27,0 8.9 0.2
Rendimiento de - 48,6 16,3

recuperacion (%o p/p)

Pulpa 1: obtenida después de la hidrdlisis dcida del bagazo de malta; Pulpa 1@ obtemida después de la hidrdlisis
alcalina del bagazo de malta; Pulpa 3: obtenida después de la secuencia de hidrdlisis acida v alcalina del bagazo de
malta.

FUENTE: MUSSATO, S; DRAGONE, G; FERNANDES, M; ROCHA, G; Y
ROBERTO, |. Efectos de los tratamientos de hidrolisis acida e hidrélisis
alcalina en la estructura del bagazo de malta para liberacién de fibras de
celulosa. Escola de Engenharia de Lorena — Departamento de Biotecnologia
(Universidade de Sdo Paulo — EEL - USP) Estrada Municipal do Campinho

s/no, CEP: 12602-810, Lorena/SP — Brasil. 2006.

En este caso, el resultado de interés es la pulpa 2, muestra que fue sometida a
hidrélisis alcalina; como se puede observar en la tabla 26, la hemicelulosa disminuye
su concentracion de 28,4%p/p a un 20,4%p/p y hay un aumento significativo de
celulosa, de aproximadamente 3 veces su concentracion inicial.

En el caso de la presente investigacion al existir la posibilidad de haberse
presentado esta disminucién de hemicelulosa y aumento de celulosa, impide que
se presente de manera adecuada la descomposicion de hemicelulosa por parte de

https://www.researchgate.net/profile/Solange_Mussatto/publication/271471784 Efecto_de_los_tratamien
tos_de_hidrolisis_acida_y_hidrolisis_alcalina_en_la_estructura_del_bagazo_de_malta_para_liberacion_de_
fibras_de_celulosa/links/54c8b8a60cf238bb7d0e37d4/Efecto-de-los-tratamientos-de-hidrolisis-acida-y-
hidrolisis-alcalina-en-la-estructura-del-bagazo-de-malta-para-liberacion-de-fibras-de-celulosa.pdf
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la enzima Xilanasa, dado que el hidrolizado obtenido del pretratamiento quimico,
contiene altas cantidades de un producto no deseado (celulosa), lo cual dificulta la
accesibilidad que tiene la enzima a la hemicelulosa. “A pesar de que la hidrélisis
alcalina es considerada un proceso eficiente para remocién de la lignina, ella no
promueve una separacion selectiva de esa fraccién, pudiendo también causar la
degradacion de los carbohidratos, principalmente de la hemicelulosa™4!.

Segun Yiging'*? el pretratamiento en medio alcalino presenta desventajas como lo
son, la perdida inevitable de un 30 a 35% de la materia seca inicial.

Da silval4?® menciona que otro efecto ocurrido en etapa de pretratamiento se debe a
los agentes alcalinos (NaOH) utilizados, estos dificultan el proceso de
bioconversion, debido a que los compuestos derivados de la lignina, aquellos que
guedan presentes en el momento de su rompimiento, son usualmente inhibidores
del crecimiento celular microbiano; dafiando la membrana permeable, razén por la
cual el crecimiento de levaduras no fue el realmente esperado. A causa de las
condiciones operativas de pretratamiento, también existe la posibilidad de que se
presente la formacién de productos de degradacion a partir de azticares, como son
los derivados de furanos, compuestos carboxilicos, acidos alifaticos, furfural, sales
organicas y en menor cantidad de lignina como son los compuestos fendlicos, que
inhiben los procesos de fermentacion, lo que conllevé a la no produccion de xilitol,
estos ultimos principalmente, son perjudiciales, cuanto menor es su peso molecular,
mas letales son para los microorganismos, por lo anterior se requiere de
tratamientos de desintoxicacion previos.

4.9.2 Hidrdlisis enzimética. la degradacion de hemicelulosa fue la etapa esencial
de investigacién, a continuacion, se mencionan los principales inconvenientes e
impedimentos presentados, aquellos que limitaron la realizacion exitosa y el
desarrollo de los dos ultimos objetivos de este proyecto.

Béasicamente el factor que ocasiond nulos resultados en la produccion de xilitol se
debe a la ausencia de la accion sinérgica de enzimas (hemicelulasas) y por ende
de actividades enzimaticas, “estas enzimas actuan en conjunto, ya que la actividad
endoxilanasa es altamente dependiente de la presencia de enzimas
desramificadoras y viceversa™44.

141 FENGEL, D. WEGENER, G. Wood. Chemistry, Ultrastructure, Reactions. New York. Walter de Gruyter. 1989.
142 Y|QING, Y, MUIAN, H, YUBING, R, LIYING, M, AND YANG, L. Anaerobic digestion of poplar processing
residues for methane production after alkaline treatment. Bioresource Technology.2012. p.347-352.

143 DA SILVA, Op. Cit., P 10.

144 DA SILVA, Op. Cit., P 25.
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La combinacion de hemicelulasas en forma simultanea se refleja en una etapa de
hidrolisis completa y de conversion de fibra adecuada, aumentando la posibilidad
de lograr los resultados requeridos, cuyo rendimiento de xilosa es valorado. La
hidrolisis de hemicelulosa necesita de un sistema de enzimas hidroliticas
degradadoras de xilanos, componente de mayor abundancia en aquel polimero de
interés. El uso de una Unica enzima como fue la endo-1,4-3-D-xilanasa, cuyo
nombre comercial de la enzima empleada es xilanasa AN 20 no fue viable, esta
enzima “acta sobre la cadena de xilano al azar, disminuyendo el grado de
polimerizacién con liberacion de xilooligosacéaridos, xilobiosa y xilosa” %45, Al
obtenerse xilooligosacéaridos no digeribles, se obtienen cadenas de 2 a 10 unidades
de xilosa que presentan variaciones en el tipo y en la proporcion de grupos
sustituyentes, “los xilooligosacéaridos son cadenas de xilosa unidas por enlaces (3
(1-4), principalmente consisten en xilobiosa, xilotriosa y xilotetraosa”4¢ , pero no se
generan unidades significativas de xilosa pura.

Guido, Silveira y Kalil'*” comentan que para la producciéon de xilooligosacaridos se
desean extractos xilanoliticos con alta actividad de endo-xilanasas y baja actividad
de B-xilosidasas, que hidrolizan los xilooligosacéaridos en xilosa. Estos autores
realizaron un estudio llamado “Influencia de los parametros reactivos en la
produccion enzimatica de Xilooligosacéaridos con potencial prebiotico” en el que
evaluaron preparados xilanoliticos comerciales, producidos a partir de Aspergillus
oryzae y Thermomyces lanuginosus, donde analizaron la capacidad de produccion
de xilooligosacéridos por hidrélisis enziméatica de xilanos de madera de haya. Las
muestras las analizaron por cromatografia liquida de alta eficiencia, donde utilizaron
como patrones xilosa y xilooligosacéaridos con diferentes grados de polimerizacion:
xilobiosa (X2), xilotriosa (X3), xilotetraosa (X4) y xilopentaosa (X5), obtuvieron como
resultados que la enzima endo-B-1,4-xilanasa de ambos extractos xilanoliticos fue
capaz de hidrolizar la xilana de haya vy liberar xilooligosacaridos. En el hidrolizado
obtenido con la endo-xilanasa de A. oryzae el xilooligosacarido en mayor
concentracion fue la xilobiosa (10,75 mg/mL) y xilosa (2,52 mg/mL), debido a la
presencia de B-xilosidasa. En cuanto al hidrolizado producido por la endo-xilanasa
de T. lanuginosus, los xilooligosacaridos representaron mas del 90% de los
carbohidratos, la produccién de xilosa fue muy baja (menor de 0,70 mg/mL), ya que
el extracto xilanolitico no posee B-xilosidasa en su composicién, los

145 BARRETO, Sandra. Actividad enzimatica, degradacién de residuos sélidos organicos y generacién de
biomasa util del macromiceto grifola frondosa: enzimas xilanoliticas. Trabajo de grado maestria en ingenieria
quimica. Manizales: universidad nacional de Colombia sede Manizales. Facultad de ingenieria, 2008. 31 P.

146 G|, Angel. Tratado de nutricidn, nutricién clinica. 2 ed. Madrid: editorial medica panamericana, 2010. P
338.

147 GUIDO, Elida; SILVEIRA., Jessica y KALIL., Susana. Influéncia dos Pardmetros Reacionais na Producdo
Enzimatica de Xilooligossacarideos com Potencial Prebidtico. Rio grande, Brasil: XIl Seminario Brasileiro de
Tecnologia Enzimatica, Enzitec, 2016.
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xilooligosacéridos liberados en mayor concentracién fueron la xilobiosa (6,96
mg/mL) y la xilotriosa (2,73 mg/mL). Los resultados de aquel estudio ayudan a
confirmar los obtenidos en esta investigacion, deduciendo que al no utilizar la
enzima B-xilosidasa junto con la endo-xilanasa en el proceso de hidrdlisis, se obtuvo
concentraciones despreciables de xilosa, practicamente nulas, resultando en
concentraciones razonables xilooligosacéridos en diferente grado de polimerizacion
(2 ab).

El uso como minimo de otra enzima es necesario, “La 1,4- (3-D -xilosidasa interviene
luego de la endoxilanasa, actuando sobre los xilooligosacaridos (a partir de los
extremos no reductores) o sobre la xilobiosa, dando como producto xilosa, es decir,
la realizacibn de una hidrélisis posterior para hidrolizar los oligosacéaridos en
monosacaridos. Sin embargo, un sistema xilanolitico completo requiere de las
enzimas que actian sobre sus ramificaciones a-arabinofuranosidasas (que
remueven cadenas laterales de L-arabinosa), a-glucuronidasas, que liberan acidos
glucurénicos de las cadenas laterales y acetilxilano-esterasas, que remueven los
grupos sustituyentes acetilicos de la xilosa”#8, como se muestra en la figura 20.

Figura 20. Enzimas involucradas en la degradacion de hemicelulosa.

3 3

XilosaCO acido acético @ arabinofuranosa @ acido glucurénico o 4-O-
metilglucurénico@ l-acetilxilanoestearasa, 2-arabinofuranosidasa, 3-endoxilanasa, 4-f3-

xilosidasa, 5-a-glucuronosidasa.
Fuente: BARRETO, Sandra. Actividad enzimatica, degradacion de residuos
sélidos organicos y generacion de biomasa util del macromiceto grifola
frondosa: enzimas xilanoliticas. Manizales, 2008. 32 P. Disponible en:
http://www.bdigital.unal.edu.co/956/1/sandramontoyabarreto.2008.pdf

148 BARRETO, Op.Cit., P.31.
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4.9.2.1 Sistema sinérgico de enzimas para la degradacién de hemicelulosa.
Corral**® enfatiza que para la biodegradacién de xilanos y la obtencién de xilosa
pura, se requiere de la interaccién de enzimas que ataquen la cadena principal con
enzimas que desprendan grupos laterales unidos a residuos de xilosa.

Las enzimas que actian sobre la cadena principal son primordialmente las endo-(3-
1,4-xilanasas y f3-1 ,4-xilosidasas. Las endo- 3 -l ,4-xilanasas rompen la cadena
principal solo en sitios vecinos a residuos de xilosa con algun substituyente. Puesto
gue ninguna de estas xilanasas libera a dicho substituyente como producto libre en la
reaccion, se piensa que tal grupo se requiere para orientar a la enzima y su sitio activo
en un substrato en particular. Las 13 -xilosidasas son capaces de romper (3 -xil6sidos
artificiales, asi como oligdbmeros puros de xilosa con enlaces (3-1,4 incluyendo la
xilobiosa, donde su accién produce 2 moléculas libres de xilosa, en el caso de los
oligbmeros de xilosa, la accion de la 3 -xilosidasa procede con la remocion
preferencial de xilosa desde el extremo no reductor de tales substratos, ademas su
afinidad usualmente incrementa conforme disminuye el GP, teniendo una actividad
casi nula sobre el xilano. Las enzimas requeridas para atacar los grupos laterales
serian a-L-arabinosidasas, a-D-glucuronidasas, en cuanto a las a -D-glucuronidasas,
normalmente se requiere la accion de una endoxilanasa para producir los oligémeros
sobre los que esa enzima actuara*®.

4.9.3 Determinacion azucares reductores. “La hemicelulosa contiene pentosas
(B-D-xilosa, a-L-arabinosa), hexosas ([3-D-manosa, 3-D-glucosa, a-D-galactosa)
y/o acidos urénicos (acidos a-D-glucurdnicos, a-D-4-O-metilgalacturonicos y a-D-
galacturénicos). Otros azucares tales como a-L-ramnosa y a-L-fucosa también
pueden estar presentes en pequefas cantidades y los grupos hidroxilo de azucares
pueden estar parcialmente sustituidos con grupos acetilo”'*!.una desventaja del
método DNS es que con este no se puede distinguir que azucares reductores se
encuentran presentes en el hidrolizado, por ende el mayor error fue suponer que la
concentracion de azucares reductores detectados mediante este método se debia
a xilosa, las concentraciones observadas fueron minimas, de tal manera que si se
encontraba presencia de xilosa en estos era extremadamente baja. Posiblemente
los azucares reductores que reaccionaron con el reactivo DNS fueron en su gran
mayoria glucosa, azucar generado por la accion de la enzima xilanasa, como se
observd en el “Estudio del efecto de xilanasas fungicas en la degradacién de
sustratos lignocelulésicos” realizado por Ulloa 2, donde estudio la actividad

145 CORRAL, Op. Cit., P 27-30.

150 COUGHLAN. (3 -1 ,4-D-xylan-degrading enzyme systems: biochemistry, molecular biology and applications.
Citado por CORRAL, Op. Cit., P 27-30.

151 DA SILVA, Op. Cit., P 5.

152 ULLOA, Javier. Estudio del efecto de xilanasas fungicas en la degradacidn de sustratos lignoceluldsicos.
Trabajo de grado ingeniero civil en biotecnologia e ingeniero civil quimico. Santiago de Chile: Universidad de
chile. Facultad de ciencias fisicas y matematicas. Departamento de ingenieria quimica y biotecnologia, 2014.
P 49.
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xilanasa de enzimas obtenidas a partir de T. versicolor y G. trabeum, obteniendo
rendimientos de 0,194 mg/mL y 0,125 mg/mL respectivamente de glucosa.

posiblemente habia presencia de arabinosa, “debido a la caracteristica recalcitrante
de los agro-residuos, una etapa de pretratamiento e hidrélisis puede despolimerizar
la fraccién hemicelulosa en azucares fermentables tales como xilosa, glucosa y
arabinosa”®3,

4.9.4 Fermentacion. Otro factor es con respecto a las levaduras utilizadas, en este
caso, Candida quilliermondii y Candida tropicalis, al tener el hidrolizado
posiblemente concentracion significativa de glucosa, por las causas mencionadas
anteriormente; hayan realizado una fermentacion diferente, teniendo la posibilidad
de presentarse una fermentacion alcohdlica, puesto que se han estudiado diferentes
especies del género Candida entre ellas la levadura guilliermondii y tropicalis para
la produccién de bioetanol, como en el estudio denominado “Levaduras autéctonas
con capacidad fermentativa en la produccion de etanol a partir de pulpa de
excedentes de platano Musa (AAB Simmonds) en el departamento de Cordoba,
Colombia” realizado por Zumaqué, L; Lara, C; y Pantoja, M**,; en el cual, se dieron
resultados positivos en la produccién de etanol, siendo la levadura Candida
guilliermondii la mas eficiente en la produccion del mismo.

Por otro lado, la concentracion de azucares reductores obtenida en las mejores
condiciones (4,5% de concentracion de enzima y tiempo de hidrélisis de 2 dias) fue
de aproximadamente 0,7 mg/mL, muestra utilizada para el proceso de fermentacion.
A pesar de que esta fue la mayor concentracion obtenida, no se pudo garantizar
cuantitativamente de presencia de xilosa, esta cantidad de sustrato no fue suficiente
para que la levadura hiciera su proceso de fermentacién de xilosa a xilitol, pero
probablemente la cantidad de azlcares reductores presentes fue utilizada por las
levaduras como fuente de carbono para la realizacion de un proceso de asimilacién
de azucares, que se evidencio por el crecimiento de microorganismos y por la no
produccion de metabolito de interés; ya que en el estudio llamado “Produccion
biotecnolégica de xilitol utilizando Candida guilliermondii y Candida tropicalis”
realizado por Vallejos, M'>°, para que se dé el proceso de fermentacion utilizan una

153 DA SILVA, Op. Cit., P 44,

134 ZUMAQUE, L; LARA, C; Y PANTOJA, M. Levaduras autdctonas con capacidad fermentativa en la produccién
de etanol a partir de pulpa de excedentes de platano Musa (AAB Simmonds) en el departamento de Cérdoba,
Colombia. Grupo de Biotecnologia Departamento de Quimica, Universidad de Codrdoba.
Rev.Colomb.Biotecnol., Volumen 11, Nimero 1, p. 40-47, 2009. ISSN electrénico 1909-8758. ISSN impreso
0123-3475.

155 vallejos, M.E. Chade, M., Medvedeff, M.G., Area, M.C. Felissia, F.E. Produccién biotecnoldgica de xilitol
utilizando Candida guilliermondii y Candida tropicalis. Catedra de Micologia, Facultad de Ciencias Exactas,
Quimicas y Naturales, Universidad nacional de Misiones. Disponible en:
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concentracion inicial de xilosa de 30g/L y un tiempo de fermentacién de 96h,
produciendo una concentracion maxima de xilitol de 0,99g/L para la levadura
Candida qguilliermondii 'y 2,51g/L para la levadura Candida tropicalis;
concentraciones bajas de xilitol con respecto a la concentracion inicial de xilosa
utilizada.

Da silva %6 recalca que los microorganismos productores de xilitol mas eficaces,
como lo son la levadura Candida guilliermondii y Candida tropicalis no son capaces
de asimilar xilooligosacaridos, razén por la cual, la hidrolisis de estos es obligatoria
para lograr una produccion de xilitol adecuada a partir del sustrato y azucar de
interés.

Los inhibidores ya mencionados por Da silval®’, afectan el proceso de fermentacion
de la siguiente manera: el furfural afecta el metabolismo de levaduras,
especialmente interfiriendo con la actividad de deshidrogenasas, como es el caso
de la enzima intracelular Xilitol-2-deshidrogenasa provocando nulos rendimientos
celulares. Los compuestos fendlicos se dividen en membranas y conducen a la
pérdida de integridad, interfiriendo en el crecimiento celular y el transporte de
azucar. Los &acidos interrumpen la generacion de energia celular mediante el
colapso de gradientes de pH, especialmente a pH bajo. La toxicidad relativa es una
funcion de la hidrofobicidad debido a que esta caracteristica determina la capacidad
del compuesto para pasar a través de la membrana. La toxicidad del aldehido
también esta relacionada con la hidrofobicidad, pero los aldehidos no alteran la
integridad de la membrana ni causan un colapso del gradiente de pH. Los alcoholes
son generalmente menos téxicos que los acidos o aldehidos relacionados, pero su
toxicidad también esta relacionada con la hidrofobicidad. Parecen causar un
colapso en la estructura de la membrana.

https://www.researchgate.net/publication/301553734_Produccion_biotecnologica_de_xilitol_utilizando_Ca
ndida_guilliermondii_y_Candida_tropicalis

156 DA SILVA, Op. Cit., P 16.

57 |bid., P. 149-151.
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5. CONCLUSIONES

El trabajo realizado permite establecer las siguientes conclusiones:

En el proceso de obtencion de residuos, se establecid los requisitos con respecto
a la maduracion, % coloracion amarilla que cubre del 51-80% de la superficie del
cuerpo de la fruta, coloracion que la cascara de pifia debia cumplir para poder
obtener la muestra analitica, la cual es sometida a los procesos posteriores para
la obtencion de xilitol.

A partir de la caracterizacion quimica de la pifia Golden MD2 se logr6 obtener
un porcentaje de humedad de 6,98%, extraibles de 26,44%, lignina de 15,3%,
holocelulosa de 40%, celulosa de 11,22% y hemicelulosa de 28,78%. El
contenido de hemicelulosa favorece el proceso de produccion de xilitol, ya que
es el compuesto de interés. Se evidencio un valor apreciable de lignina, por lo
cual fue necesario aplicar un pretratamiento basico (deslignificacidén), para
permitir una mejor accion de la enzima en el sustrato.

Para el proceso de hidrolisis enzimatica se realizdé un disefio experimental,
analizando las variables independientes, tiempo de hidrdlisis y concentracion de
enzima; a través del método DNS se observo cualitativa y cuantitativamente que
las mejores condiciones a las que se obtuvieron mayores concentraciones de
azucares reductores fueron a un tiempo de hidrolisis de 2 dias y una
concentracion de enzima de 4,5% p/p. Al realizar el andlisis estadistico se
determind que la concentracion de enzimay el tiempo de hidrolisis, son variables
gue afectan de manera independiente en la obtencion de azucares reductores,
pero no afecta la interaccion de las mismas. Se encontr6 que el porcentaje de
grado de conversion y rendimiento de enzima con respecto a las mejores
condiciones obtenidas es de 0,88% y 3,57% respectivamente, evidenciando
resultados desfavorables en la degradacion de hemicelulosa.

El crecimiento de las levaduras Candida gulliermondii y Candida tropicalis
presentd una adecuada fase de crecimiento exponencial y estacionaria, a pesar
de ello no se genero fermentacion de xilosa para la produccion de xilitol, dandose
un posible proceso de asimilacion de azucares, debido a la presencia de estos,
a la presencia de oxigeno y al tener un medio de cultivo quimicamente definido,
los azucares reductores cuantificados por método DNS, con un valor maximo de
0,7 mg/mL, fueron utilizados como fuente de carbono para el crecimiento de las
levaduras. La no fermentacion se pudo dar debido a diversos factores que
influyen en el proceso, como la presencia de inhibidores, principalmente
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compuestos fendlicos y furfural originados en la etapa de pretratamiento y por la
baja concentracion de xilosa.

No se comparé el rendimiento de xilitol obtenido por cada levadura, dado que no
se presentd produccion del mismo; debido a factores que se pudieron dar
durante el proceso como la disminucién de hemicelulosa en el pretratamiento, la
poca obtencion de azucares reductores en el proceso de hidroélisis enzimatica y
la presencia de inhibidores que pudieron obstaculizar el proceso de
fermentacion.

Este proyecto es importante a nivel investigativo, ya que se pudieron evaluar
diferentes procesos como la hidrdlisis alcalina, la hidrélisis enzimatica
utilizdndose diferentes concentraciones de enzima y tiempo de hidrdlisis, y en la
fermentacion de las levaduras Candida guilliermondii y tropicalis se evalu6 su
crecimiento y produccién de xilitol; teniendo relevancia, ya que estos resultados
pueden ser utilizados para tener en cuenta en investigaciones posteriores y
poder obtener los resultados esperados.
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6. RECOMENDACIONES

El trabajo realizado permite realizar las siguientes recomendaciones:

Para la deslignificacion de fibra se recomienda la realizacion de un
pretratamiento que remueva la lignina de manera significativa, pero que no
afecte la composicion de hemicelulosa, aumentando la digestibilidad de esta.
Algunos tratamientos favorables son la autohidrolisis que utiliza agua caliente
comprimida, proceso con alta selectividad de hemicelulosa, en un rango
aproximado de 55-84% y con bajos niveles de subproductos inhibidores, de igual
manera funciona el tratamiento de explosion por vapor. La ventaja de estos
tratamientos es el menor gasto de productos quimicos.

En el proceso de hidrolisis de hemicelulosa se requiere de un sistema sinérgico
de enzimas, utilizando como minimo la enzima endo-B-1,4-xilanasa y la 1,4- 3-
D -xilosidasa, encargadas de atacar la cadena principal. La enzima Xilanasa se
encarga de la degradacion de xilanos para la obtencién de xilooligosacéridos, se
recomienda el uso de xilosidasa para la hidrélisis de estos, logrando obtener
unidades de xilosa pura.

En la determinacion de xilosa producida se recomienda inicialmente someter los
hidrolizados a andlisis de presencia de azlcares reductores y pentosas,
observando la muestra cuyas condiciones generan mejores resultados
colorimétricos y mejores rendimientos, sometiendo esta muestra a un analisis
riguroso como es la cromatografia de alta resolucion (HPLC) para tener un dato
exacto de xilosa generada en el proceso de hidrélisis, con el fin de garantizar la
bioconversion de esta y permitir el calculo de rendimiento del producto de interés
como es el xilitol.

Previamente al proceso de fermentacion se debe aplicar una estrategia de
desintoxicacién, para eliminar inhibidores téxicos del hidrolizado, compuestos
generados principalmente en etapa de pretratamiento. Los métodos de
desintoxicacién permiten un rendimiento satisfactorio de xilitol debido a un
rendimiento microbiano productivo. Se recomienda un proceso de evaporacion
al vacio para eliminar compuestos no volatiles y volatiles como son el furfural y
componentes fendlicos, un tratamiento con carbon activado es favorable antes
0 después de la evaporacion. Otro método de gran utilidad es un proceso de
neutralizacion con hidréoxido de sodio e hidroxido de calcio que precipita los
inhibidores y facilita su eliminacion por filtracion, el uso de enzimas como son las
lacasas y peroxidasas en procesos de desintoxicacion eliminan derivados de la
lignina sin pérdida de azucares.
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ANEXO A
PROCESO DE PRODUCCION DE XILITOL POR SINTESIS QUIMICA.
HIDROLISIS Y HIDROGENACION DE XILANO A XILITOL.

d b C
H CH, OH
0 CHO
H=-C=0OH H-C-OH
Hydrolysis Hydrogenation
N eree—tp HOQ— C— H - —3 HO—C—H
O (+H,0) (+H;)
g) H=C=0OH H—C—0OH
710 CH.OH CH. OH

U

o

a) Xilano (CsHsOa4)n, Nn-200; b) D-xilosa (CsH100s); ¢) Xilitol (CsH1202).
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ANEXO B.

ENZIMAS DEGRADADORAS DE HEMICELULOSA

é c i Clasificacion \
Enzima Modeo de accion catalitica
Exo- B-(1 4)-xilanaza Cy . e C _
(EC321156) Hidrolizaenlaces B-1,4-xilosa vnida axilooligosacaridos libera xilobiosa. GH
Endo-B-(1.4)D-xilanazas Hidroliza enlaces B-1.4, haciendo cortes internos al azar en la cadena on
(EC.32.18) principal de la molécula, liberando xilooligosacéridos.
[-D-xilosidasa Femueve residuos de xilosa de los extremos no reductores de los GH
(E.C.32.137) xilooligosacéridos cortos v xilobiosa, produciendo xilosa.
o-L- arabinofuranosidasa Remueve las cadenas laterales de arabinosa al hidrolizar el enlace entre GH
(EC3.2.1.33) arabinofurancsa en el extremo no reductor en los arabinoxilanos.
w-Glucorenidasza Remueve laz cadenas laterales de dcido glucorénico al hidrolizar los on
(E.C.3.2.1.139) enlaces a-1 2-glucosidicos con los glucuronoxilancs.
‘[Zczh];xilin?i;tearasa Liberagrupos o-acetilos al hidrolizar enlaces acetil-ester enacetil-xilanos. CE
[EEEEE;T? c};jac ido fertlico Remueven el Acido ferilico v p-cumarico de las arabinosas al hidrolilza CE
Estearasa de 4cido p-cumérico enlaces feruloil-ester y p-Comaril-ester con xilanos
Endo-B-1 4-mananasa Libera b-14 manancoligomeros asociados a xilanos GH
Exo-B-1.4 manozidasa Hidroliza los Bl 4-manocligomeros liberando manosa GH
Endo-galactanasa Hidroliza B-1,4-galactano GH
Acetil-manan-etearasa Libera 2 0 3-0-acteilxilanos CE
\GH= Glucosihidrolasas, CE= Carbohidratosstearasas y,
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ANEXO C
ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LOS DOMINIOS CATALITICOS DE
LAS XILANASAS PERTENECIENTES A DIFERENTES FAMILIAS.

(A)Estructura de la xilanasa Xyn10B de Paenibacillus barcinonensis, con plegamiento
tipico (B/a)s. (B)Estructura de la xilanasa de Chaetomium thermophilum de familia
GH11 con plegamiento de ( jelly roll. (C)Estructura de la exoxilanasa liberadora de
xilosas a partir del extremo reductor de Bacillus halodurans C-125 perteneciente a la
familia GH8. (D)Estructura de la xilanasa XynC de Bacillus subtillis 168 perteneciente
a la familia GH30, de estructura (B/a)s unida al B side domain.
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ANEXO D
SITIOS DE ROMPIMIENTO DE DIFERENTES TIPOS DE HEMICELULOSAS
SOBRE LA HEMICELULOSA

A 4 Ac 3
| |
X—X==X==X==X==X==X==X==X~—
I
T A
X -"-x ©)
©)
A

A Ac

| I I
X==X==X==f==X == ==Y == ==X -
1N |
G A

1.Xilanasa; 2. Xilobiasa; 3. Acetil xilano esteresa; 4. Arabino furanosidaqa; 5.
Glucuronidasa; 6.' Esterasa de écit;lo ferulico. A-Ara,binosa, X-Xilosa, G-Acido
Glucuronico, Ac-Acido acético, F-Acido ferulico, A-Acido cumarico.
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ANEXO E
MICROORGANISMOS ESTUDIADOS PARA LA PRODUCCION DE XILITOL.

Microorg Especie Fuente de Condiciones Rendimiento Referencia
anismo carbono
Bacteria Corynebacteri D-xilosa ~ ------------ 69 mg / mL Yoshitake,
um spp. Co. 1971
Bacteria Enterobacter D-xilosa ------------ 33,3mg/ mL Ishizaki.
liquefaciens 1973
Levadura C. tropicalis D-xilosa Aerbbica 0,969g/g Chen & Co.
HXP2 T: 30°C 1981
Bacteria Mycobacteriu D-xilulosa, Anaerdbica 0,79/g Izumori K,
m smegmatis  xilitol o D- Tuzaki.
manitol 1988
Levadura C. D-xilosa Aerdbica 77,29/L Barbosa,
guilliermondii T:30-35°C Maria,
FTI-20037 Medeiros.
1988
Hongo  Petromyces D-xilosay pH inicial: 7 39,89/l Dahiya.
albertensis metanol 1991
Levadura Debaryomyces D-xilosa micro- 0,54g/g Dahiya &
hansenii UFV- aerdbica Co. 1991
170
Levadura C. maltosa D-xilosa micro- 0,43g/g Suryadi &
Xu316 aerdbica Co. 2000
Levadura C. D-xilosa micro- 0,63g/g Guo &
guilliermondii aerobica Co0.2006
Xu280
Chaves-
Levadura Hansenula D-xilosay pH:8 0,52g/g Alves & Co.
polymorpha glicerol 2008
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ANEXO F
COMPOSICION QUIMICA DE ALGUNAS PARTES DE LA PINA

Partes de la pifia (%)
Componentes quimicos Hoja de [a corona 3 o
Cayena lisa Npy o0 T
Extraibles en etanol-tolueno 19.17 026 2118 -
Extraibles en efanol 385 024 209 -
Holocelulosa 10.58 6983 8.7 -
Alfa celulosa 2216 2000 7026 5662
Beta celulosa 15.86 71810 084 -
(Gamma celulosa 1.98 190 021 1619
Lignina 11.75 1189 72 913
Cenizas 6.64 398 021 23
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ANEXO G

FICHA TECNICA XILANASA FUNGAL. (XILANASA AN 20)

Xilanasa AN 20
Ailanasa Fungal

Descripeitn

Kilanasa M 20, &= una preparacdn enzimdtica, que
contiene Xilanasa de origen Fungal, producda por
una cepa del Aspergillus Niger spec.

Iz ura enima GRGS (Generalmente reconocida
cama Segural para s e alirmenilas,

La Kilariicas liere aclividades ajustadas pera ajeroer
sfpctos espacificos sabra los sustratcs que negasiten
una madificackin de leve a3 moderada  Su
desempefio debe ser monitoreade con base en el
resultado esperada.

Lz Kilanasa comtemida en o products, mejora las
prapiedades de mequinabilidad de= la masa v e
confere una mear estructura inberar. Bl compleje
Cumple con las especficadones recomendadis por
o Cadiga Alimentaric (FCC) para enzimas grado
alimanticia, Este a5 especifico zilanos o contenidas

de hemicslulosa de la harina.
Fuente | fspergilius spp |
Actividad | 70,000 BXLarama |
Farma | Paohvo amarfe |
Cidiar | Ligerarmerbe coloreado orema |
Dl | Tipica ligero a lementaciin |
Solubilidad | Sohdble en agua. |

Anclisls de Actividad

L& ensirma contiene el minime dedarade en la 1abla,
Lis unidades BAL estdn determinadas sobne un
asirale e slanes de shedl 8 507 Cy pH de 5.3

Aplicacidn y Usas

En Panificacdn em procesos en los que se usan
herinas de diferemtes  origenes, mejora  las
propiedades d= manipulbicidn mecanica de bz masas
samelidas &  ratamients, prodigiends un
i per e e s sodusnen y estreciucs de la miga,
58 puade aemnpanar de dcido ascdrbica v de alfa
amilasa, para sustituir ¢ Bromata da potasio.

En Mutrickin animal, se inconpora a la meacla del
alimento balanceado gue serd pedetizada.

L LR B
ewli - s wyksim
e F T iRl e e et R e Flrmmnd el caarm
b a N S St R PR R Pt BT ]

vk dis Usa

£ Panificackin, 5@ atonsaja iniclar con 204 25 8/ 100 kilos de haring saca

tn Mutriddn animal, s= aconssa de 180 a 250 ppm con base en la cantidad de
alimerto preparada.

2ara la elsboracicn de tortillas con base en mair se recomisnda wsar de 1% 3 20
gramos por cads 50 — 100 kilos de rass incorpordndolos con el agus de
amassdo.

Condiciones sugeridas iniciales para estas aplicaciones son:

: 307 €a 55 € (0 Temperatura de Mezda Normal)
(4087

1-Temperatura
Z-pH

La enzima trabaja perfectamente en estos niveles, sin embargo su accidn s=
puede phservar a temperatura ambbenbe.

Se sugiere hacer masas de prusba, para determinar la cantidad de enziras
dptma v la cantidad de agua que pudiers redudrse en el tratamiento de ks
masa y abferys su compertamients durante el repass 6 ks reaccidn y el pusita
Tinal de cormistenia,

Cama todas las anzimas, 58 requiens i madic hdmado par hacerlas activas
frents & sustrato, por s debe incluirse on o agua wada para majar b masa
efechar o proceso de mezclado con la hanna y los demds ingredientes. Debe
evitarse €l confacto directo de b enzima con ingredientes como el dddo
a=cirbico o by Arodicarbonarida, para evitar su desnaturalizaodn,

Empagque y Almacenamismto

La unidad e empagus da la Xilanasa AN 30 &5 de 25 = 30 Mios de peso meto en
caja de cartdn cormugade con belsa PET de alta densidad al intariar com
prirmera barera.

Obras empagues se encuentran disponibles a solidiud para diferembes
cantidades de producto.

Delre dlrmpienarns én recipientes cerradicd, bajo condiciones sacad v Préscas; de
ety manecs, la pirdids de sctividad &3 normalmente mlerior ol 10 % en un
afio, La vicla de smaceramienta v actividad d& producto pueds prolanganse
refrigerdndoloa 5-8°C

Precaudiones de manejo

Ewite la tarmacidn de aerosal ¥ polvcs del praducts
Rapatida inhalacian & aerasnl o 8l podve pueds causar sensibilizacitn y
reacciones de tipo alérgicn en indkviduos sensibles.

L vy engymetechnical assogiation, com consulte manejo seguro de enzimas.
Lo inforrmmcidn fdonic p suganancias on LSo oovimtias &0 ais gocuwmario s oonsieman

Fabi=x pern o dehen consiie come gaTnies Lot esnenfacionss ecidn sjsias a
camos basadcs &0 yadasiones g [ mareta pima
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ANEXOH

FICHA TECNICA CANDIDA GUILLIERMONDII.

At

Pontlola Univercidad Javeriana

Ragletra Haolonal de
Codscolonsc W2 142,
Aagletro WFFC v WDMC N*

- Pratificis Universidad
wr o ifit JAVERIANA

COLECCION DE MICROORGANISMOS
PONTIFICIA UNIVER SIDAD JAVERIANA

Responsable: Alba Alicia Trespalacios Rangel

Curador : Angela Mana Alvarado F.

Mumero [CWPLL] HOZ5 |
ficroorganisrmao Candida guilliermmondii
Estudio perfi d=
Cionacicn laboratario susceptiblidad a
Fusnte de micalogia clinica Origen fluconazol de
PILLL. aislarmienios de
Camdids.
Almacenamiento Gliceral al 10% Historial PUJ Enero del 3004
Mivel de seguridad 1 Consenacion Crigpreservacion -50°C

Condiciones de crecimients

Agrobiosis. Temperaiura 28°C

Hidralisis de la urea: negativo

Cracimiento positive 2n 24 3 48
horas a 28°C.

899,08%  para
guillisrmmomnaii.

Cultive: medio empleado  paps
dextrosa  apgar,  temps  de
incubacicn  de  1-2 dizs A
temperatura de 28°C.

La levadura fue identificada|Caracteristicas macroscopicas:
emgleando kit comercial con un
Candids

Colonias  planas, humedas d=
apariencia cremosa y cobor blanco
EM 30ar pSra dextrosa.

Pruebas Caracteristicas microscopicas:
Bioguimicas
Células pequenas cvodies. Pusde
presentar pseudohifas despues de
25 horas de incubscidn.
El personal debe usar equipo de proteccion normal (uso apropiado
- - de bata, guanies. tapsbocas. goma)
Iden:ﬂ:i:;f:;n de | Eliminzcion y tratamisnio apropiado de desechos

los peligros ded microonganismo.

- Higiene personak lavado de manos
- Intervencion =ado por personal capaz, capacitado ¥ consciente de

(Observacionas

[Mediante |3 presentz s= hace

constancis que el microorganismo

transferido debe s=r usado exclusivamente para propositos de
inwastigacion v docencia en el area de microbiolopia.

CMPLL - Carrera T Mo. 43-82 Edmclo 50- Laboratorio 113, Tel. 3208320 Ext. 4187 - Fax:

F2053320 Ext. 4021

g-mall: alba_trespalacloslosd]averiana edu.co — angela_alvaradoddjaveriana. edu.co

EBogots - Colombla.
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ANEXO |

FICHA TECNICA CANDIDA TROPICALIS.

]

FontHlola Univercidad Javeriana

Reglcbro Haolonal de
Codecolonsc WY 148.

Raglctro WFFC y WDMC NH*® 257

e i Wk i e Belakln Bt

Prtificis Lniversdai
{ JAVERIANA

COLECCION DE MICROORGAMNI SMO S
PONTIFICIA UNIVER SIDAD JAVERIANA

Responsable: Alba Alicia Trespalacios Riangel

Curador : Angels Mana &lvarado F.

Momero [CMFLL HIZS |
Microorganismo Candida tropicalis
Estudic perfil d=
Donacion |laboratorio susceptiblidad
Fuente de micologia clinica Jrigen fluconazel de
P aislamienios de
Candida.
Almscenamisnto Glicenal al 10% Historisl PLL Enero del 2008
Mivel de seguridad 1 Consenacion Criopreservacion -B0°C

Condiciones de crecimiento

Aerobiosis. Temperatura 28°C

Hidrdlizis d= la urea: negativo

Crecimiento positivo en 24 a 48
horas a 28°C.

La lewadura fue identficada
ernpleando kit comencial con un
88,9% para Candids fropicalis.

Cultive: medic empleade  papa
dextrosa apar,  tempo  de
incubacian  de 2 dims &

temperatura de 28°C.
Caracteristicas macroscopicas:

Colonias  lisas, hdmedas  de
apariencia cremosa y color blanco
£n agar papa dexdrosa.

Caracteristicas microscdpicas:

Células ovoides que pusden ser
cortas o slargadas. Luepo de
varios dias de mcubscion pusde
formiar csdenas coras de rmicelio.

El personal debe usar equipo de proteccion nomal (uso apropiado

Pruebas
Bioguimicas
. i de bata, guantes, tapabocas, gomo)
HE":Z;;;::'E“ de | Eliminacion y tratamisnio apropiado de desechos

los: peligros ded microornganisma.

- Higiene personal lavado de manos
- Intervencidn sdby por personal capaz, capacitado y consciente de

Observacionas

Mediante la presentz se hace constancia que el microorganismo
transferide debe s=r usado exclusivamente psra proposios de
inwestigacicn v docencis en el Ares de microbiologia.

CMPUY - Camera T Mo. 43-32 EdMiclo 50- Laboratorio 119, Tel. 3205320 Ext. 4187 - Fax:

S203320 Ext. 4021

a-mall: alka trespalacioslosdd]averiana. sdu.co — angela_alvaradod|averiana.edu.co

Bogots - Colombla.
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ANEXO J
CONTEO CELULAR DE CANDIDA GUILLIERMONDII EN INTERVALOS DE 12 HORAS

Tiempo Réplica Cuadrante 1 Cuadrante 2 Cuadrante 3 Cuadrante 4 Cuadrante 5  Total, células
(horas) Técnica
12 R.1 12 11 12 13 13 61
R.2 10 12 12 12 12 58
R.3 12 11 12 11 13 59
24 R.1 13 11 13 14 12 63
R.2 12 12 12 13 11 60
R.3 9 12 11 10 10 52
36 R.1 14 12 12 13 13 64
R.2 15 11 11 13 12 62
R.3 11 10 10 11 11 53
48 R.1 15 12 16 17 13 73
R.2 16 16 17 17 16 82
R.3 15 14 14 13 15 71
60 R.1 14 15 14 14 16 73
R.2 15 15 16 20 21 87
R.3 15 15 15 16 15 76
72 R.1 17 20 20 22 20 99
R.2 20 18 20 19 20 97
R.3 20 19 19 19 20 97
84 R.1 19 19 18 20 19 95
R.2 20 18 20 18 19 95
R.3 19 20 18 20 19 96
96 R.1 18 18 17 20 18 91
R.2 18 19 19 18 19 88
R.3 17 19 18 19 19 92
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ANEXO K

CONTEO CELULAR DE CANDIDA TROPICALIS EN INTERVALOS DE 12 HORAS.

Tiempo Réplica Cuadrante 1 Cuadrante 2 Cuadrante 3 Cuadrante 4 Cuadrante 5 Total,
(horas) Técnica células
12 R.1 10 10 8 8 10 46

R.2 10 10 9 9 10 48
R.3 10 10 9 9 10 48
24 R.1 13 11 11 11 11 57
R.2 11 10 10 11 12 54
R.3 11 11 12 11 11 56
36 R.1 11 11 12 11 12 57
R.2 13 12 12 12 12 61
R.3 12 11 12 12 11 58
48 R.1 15 12 14 15 15 71
R.2 12 14 13 13 14 66
R.3 10 12 12 13 12 59
60 R.1 14 13 14 14 15 70
R.2 14 15 14 15 15 73
R.3 14 15 14 14 15 72
72 R.1 16 17 16 18 18 85
R.2 18 19 18 18 20 93
R.3 18 17 17 18 18 88
84 R.1 20 18 18 18 18 92
R.2 18 16 19 18 17 88
R.3 16 18 18 17 18 87
96 R.1 19 18 17 16 18 88
R.2 18 17 17 16 17 85
R.3 16 16 18 16 17 83
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ANEXO L
APARIENCIA DIAS 1Y 2, MONTAJE DE FERMENTACION.

Imagen L.1. Apariencia fermentacion Candida guilliermondii. Primer dia (24 horas) y segundo dia (48 horas).

e
P —on
[

A. B.

A) Fermentacion 24 horas B) Fermentacion 48 horas
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Imagen L.2. Apariencia fermentacion Candida tropicalis. Primer dia (24 horas) y segundo dia (48 horas).

T 70

A. B.

A) Fermentacion 24 horas B) Fermentacion 48 horas

170



ANEXO M
RECTA CALIBRACION DE XILITOL

ID# 3
Name : Xilitol
Cuantitative Method : External Standard
Function :fi(x)=0.002164B66"x+10.1252
Hr1=0.9998859 Rr2=0.9997319
MeanRF:0.00225856 RFSD:6.89777e-005 RFRSD:3.05406
FitType - Linear
Analista : Diego Chaparro
Conc.
[F10%2]
7.0 # Conc (Ralio Area Area
1 100.000 42603.7 42604
6.0 43157.7 43158
2 200.000 BE152.3 86152
50 B4E82.B B4ER3
3 400,000 182181.3 182181
4.0 181153.6 181154
' 4 500.000 2263517 226352
1.0 2252254 225225
' ] 600,000 2737264 ETETE
2710710 271071
2.0
1.0
0.0
00 05 10 15 20 25 30

Area [M10%5]
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