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En la actualidad los recursos no renovables son explotados para obtener fuentes
energéticas las cuales amenazan a los seres vivos y al medio ambiente. Los métodos
innovadores para producir bioenergias cada vez tienen mayor demanda dentro del campo
investigativo. Estas biotecnologias tienen un proposito vital, el cual es mitigar el uso o
efectos nocivos ocasionados por los recursos no renovables. Uno de los métodos a utilizar
es mediante microrganismos y enzimas, que logran transformar e hidrolizar diferentes
tipos de carbohidratos segun su enlace: polisacaridos, monosacaridos y disacaridos; en
azucares de sustratos lignocelulosicos, que se pueden encontrar en diferentes tipos de

residuos agricolas.

El raquis de banano, es un subproducto que es generado durante la cosecha del banano,
mismo que no es aprovechado o, no se le da un uso adecuado. Sin embargo, hoy en dia,
se lo puede utilizar como materia prima para la produccion de azucares fermentables, para
la obtencion de bioetanol aportando al desarrollo sostenible en la produccion energética

de los recursos renovables.

En la presente investigacion se aprovecho el raquis de banano mediante hidrélisis
enzimatica y polietilenglicol para la produccion de azucares reductores. Se desarroll6 un
disefio factorial de 22, es decir, 2 factores con 2 niveles cada uno. Teniendo las muestras
A (PEG 0,1 g y enzima: 30 FPU), B (PEG 0,1 g y enzima 50 FPU), C (PEG 0,16 g y
enzima 30 FPU) y D (PEG 0,16 g y enzima 50 FPU).

La hidrdlisis enzimatica se llevé a cabo bajo los siguientes pardmetros de operacion:

temperatura de 40°C, buffer de citrato de sodio a pH = 4.8, cantidad de sustrato de 5%



p/v. Es necesario mencionar, que se tomaron muestras por la mafiana y tarde en un lapso
de 96 horas para determinar la produccion de azucares reductores, y, para leer la cantidad

de glucosa se empled el método DNS y longitud de onda de 540 nm.

Previamente se realiz6 una curva de calibracion para leer glucosa, empleando el método

del reactivo DNS. Teniendo una ecuacion de la recta de y = 0,0005x — 0,0124.

Los resultados de la hidr6lisis enzimatica, demostraron que la muestra A (PEG 0,1 gy
enzima 30 FPU) fue la que mayor produccién de azlcares generd, siendo una

concentracion de 7008 mg.L™?, esto en un lapso de 96 horas.

A la vez, el analisis de varianza (ANOVA) indic6 que la interaccion entre los factores
AB, fue el que mayor significancia ocasion6 que el factor A (PEG) y factor B (enzima).
Esto quiere decir que, combinando enzima y PEG 4000, es la forma mas optima para la
produccién de azlcares. En el Diagrama de Pareto, se pudo demostrar que, el factor B
(enzima) es el que seguidamente genera significancia al efecto AB vy, el factor A (PEG
4000) fue el que menor significancia ocasion6 en los experimentos de hidrdlisis

enzimatica para la produccion de azucares reductores.

En conclusidn, se puede establecer que, combinando el surfactante PEG con la enzima,

se pudo obtener una mayor cantidad de azucares reductores, empleando raquis de banano.

Palabras claves: Raquis de banano, DNS, hidrélisis enzimatica, PEG 4000.
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Currently non-renewable resources are exploited to obtain energy sources which threaten
living beings and the environment. Innovative methods to produce bioenergy are
increasingly in demand within the research field. These biotechnologies have a vital
purpose, which is to mitigate the use or harmful effects caused by non-renewable
resources. One of the methods to be used is through microorganisms and enzymes, which
manage to transform and hydrolyze different types of carbohydrates according to their
link: polysaccharides, monosaccharides and disaccharides; in sugars from lignocellulosic

substrates, which can be found in different types of agricultural residues.

The banana rachis is a by-product that is generated during the banana harvest, which is
not used or is not used properly. However, today, it can be used as a raw material for the
production of fermentable sugars, to obtain bioethanol, contributing to sustainable

development in the energy production of renewable resources.

In the present investigation, the banana rachis was used by enzymatic hydrolysis and
polyethylene glycol for the production of reducing sugars. A factorial design of 22 was
developed, that is, 2 factors with 2 levels each. Having samples, A (PEG 0.1 g and
enzyme: 30 FPU), B (PEG 0.1 g and enzyme 50 FPU), C (PEG 0.16 g and enzyme 30
FPU) and D (PEG 0.16 g and enzyme 50 FPU).

The enzymatic hydrolysis was carried out under the following operating parameters:
temperature of 40 °C, sodium citrate buffer at pH = 4.8, amount of substrate of 5% wi/v.

It is necessary to mention that samples were taken in the morning and afternoon in a



period of 96 hours to determine the production of reducing sugars, and to read the amount

of glucose, the DNS method and a wavelength of 540 nm were used.

Previously, a calibration curve was made to read glucose, using the DNS reagent method.

Having an equation of the line y = 0.0005x — 0.0124.

The results of enzymatic hydrolysis showed that sample A (PEG 0.1 g and enzyme 30
FPU) was the one that generated the highest production of sugars, with a concentration
of 7008 mg.L™, this in a period of 96 hours.

At the same time, the analysis of variance (ANOVA) indicated that the interaction
between the AB factors was the one that caused greater significance than factor A (PEG)
and factor B (enzyme). This means that, combining enzyme and PEG 4000, it is the most
optimal form for the production of sugars. In the Pareto Diagram, it was possible to
demonstrate that factor B (enzyme) is the one that subsequently generates significance to
the AB effect and factor A (PEG 4000) was the one that caused the least significance in

the enzymatic hydrolysis experiments for the production of reducing sugars.

In conclusion, it can be established that, by combining the PEG surfactant with the

enzyme, a greater amount of reducing sugars could be obtained, using banana rachis.

Keywords: Banana rachis, DNS, enzymatic hydrolysis, PEG 4000.
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INTRODUCCION

Desde hace afios el desarrollo industrial ha tenido un crecimiento abrumador, provocando
consecuencias irreparables. Dando origen a la explotacion de recursos no renovables,
energéticos basados en combustibles fdsiles, generando, efectos negativos en el

ecosistema?.

Las aplicaciones de procesos para la obtencion de azlcares no eran convenientes hace
tiempo atras, a pesar que existe abundante demanda de cierta materia prima no renovable?,
Actualmente, las nuevas fuentes de energia renovable denominadas bioenergia estan
teniendo un gran avance, con el objetivo de reemplazar poco a poco los combustibles
convencionales y contribuir a la diversificacion energética, la proteccion del medio

ambiente y la aplicacion de nuevas tecnologias energéticas.

Siendo Ecuador un gran productor agricola y el cual es una fuente rica en materia
lignocelulésica. Se estima que el 30 % de la cosecha mundial de banana viene

directamente de Ecuador para el mundo?®.

Los residuos de la planta de banano se estiman en 100 kg, la cual se compone de 5 kg del
pseudotallo, 15 kg de hojas, y en baja composicion, 2 kg de raquis. Los cuales son
desechados como residuos 0 como compost, sin tener ningun tratamiento antes de su
deposicidn final*. Engloba un 67% en la produccién final en residuos los cuales son fuente

de contaminacién para el medio ambiente.

Si se utilizara una tecnologia adecuada para el aprovechamiento de la biomasa. Las
bananeras se veran beneficiadas al tratar estos residuos y al tener una alternativa
econdmica la cual permite generar bioenergia y a su vez la produccién de azucares

fermentables.

En los estudios se observa que la relacién que tiene la enzima con el PEG 4000 causa un
efecto positivo en cuanto a la estabilidad de la cellulase la cual es sensible a cualesquiera
cambios, la actividad enzimatica perduré en la solucién durante 96 h de hidrolisis
enzimatica. Cuando se complementa el PEG con la enzima causa un método eficaz para
incrementar la digestibilidad de la biomasa celuldsica, a su vez permite que el proceso

sea mas organico al momento de realizar la hidrolisis®.

15



La presente investigacion tiene como objeto de estudio el aprovechamiento del raquis de
banano empleando una hidrolisis enzimatica para la produccion de azUcares reductores

con un surfactante.

16



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERALES

Aprovechar el raquis de banano mediante hidrdlisis enzimética y polietilenglicol para la

produccion de azUcares reductores.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener raquis de banano, como materia prima, para la produccién de azucares
reductores.

e Producir azlcares reductores mediante hidrélisis enzimatica modificada con PEG.

e Analizar y revisar los resultados obtenidos en la sacarificacion del raquis de

banano mediante lecturas en el Espectrofotometro UV-VISIBLE.

17



CAPIITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Banano

El cuidado y preservacion del medio ambiente ha sido enfatizado en los dltimos afios,
Por el impacto negativo de la generacion y acumulacion de subproductos agricolas
que afectan, a la sociedad en general®.

El banano tiene un tallo floral conocido como raquis o pinzote, obtenido como
desecho agricola de la cosecha del banano’. Es arrojado a las plantaciones como
fertilizante, pero produce microorganismos contaminantes por no ser preprocesado®.
Ecuador es un pais agricola, y en los ultimos afios el cultivo de banano se ha
convertido en una importante fuente de exportaciones. La composicion de la planta
de banano se puede observar en la figura 1.

Segun datos del Ministerio de Comercio Exterior del Ecuador a través de registros del
Ministerio de agricultura y ganaderia (MAG), EIl pais cuenta con un promedio de
162.236 hectareas de plantaciones de banano y productores de banano 4.473.
Alrededor del 42% son productores de la region costera ubicada en la provincia de El
Oro, con variedades cavendish, orito y filipina, los principales productores de banano

del Ecuador estéan situados en la provincia del Guayas y Los Rios®.

Figura 1. Partes de la planta de Banano
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Fuente: /

Ecuador ha sido lider en exportaciones de banano, ahora representa el 26% de las

exportaciones a nivel mundial®.

18



La industria agricola es la responsable de la generacion de residuos provenientes de
raices, psudotallos , hojas y demas partes de la planta ; estos subproductos provienen
del café, banano, arroz, etc!

El banano se considera uno de los productos mas producidos en la region occidental,
este a genera un aproximado de 25 millones de toneladas de residuos lignocelulésicos
a general®2,

Los residuos organicos que se generan en la produccion del banano son altas, debido
a que el fruto es el de valor agregado, y la mayor parte de la plantacion se queda como
desperdicio, lo cual estd generando problemas ambientales.

Los residuos del banano son una fuente de celulosa, azlcares, almidén, bioetanol,

entre otros, que mediante técnicas y/o tratamientos quimicos®?.

1.1.1. Raquis de banano

En comparacion con otros componentes del banano, el raquis de banano es uno de los
residuos agroindustriales mas importantes por su variedad de procesos que pueden
aplicarse. La mayor parte de esta materia prima se desecha durante la etapa de
cosecha, pero no son aprovechadas adecuadamente ya que después de extraer los
racimos, se depositan esencialmente en el suelo de la plantacion hasta que se produce
la biodegradacion®®,

El raquis de banano puede ser empleado como fuente de alimento para animales,
biofertilizante, compost y productos de valor agregado como fuentes bioenergéticas

e industriales®.

1.2. Composicion quimica del raquis de banano

El raquis de banano es una valiosa fuente de energia y materias primas, el cual esta
compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina. Los métodos de extraccion actuales
para estos compuestos son muy efectivos, pero no estdn del todo exentos de
inconvenientes, como un alto consumo de energia y agua y el uso de productos
quimicos potencialmente toxicos*.

La composicién de los residuos lignocelulésicos consta de tres componentes celulosa
(10-13%), hemicelulosa (0,20-40%), lignina (16 del 45%) compuesta por estructuras

tridimensionales complejas y uniformes®®.
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1.2.1. Celulosa

La celulosa es un polisacérido que es caracterizada por tener un resultado eficiente en
porcentaje en peso. El raquis de banano forma varias cadenas largas de glucosa con
enlaces B-1,4'°. Los derivados de la glucosa tienen distintas aplicaciones por ser
biodegradables, la celulosa se asocia a las extensas cadenas mejorando su capacidad
en los procesos de bioadsorcidn'’. Su estructura molecular se la observa en la figura
2.

La celulosa se encuentra en la pared de células vegetales en el raquis de banano dando
firmeza y estabilidad, esta se encuentra como una red de microfibrillas rodeadas de

polimeros como la hemicelulosa y lignina®®.

Figura 2. Moléculas de celulosa

Fuente: 16

1.2.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo polimero méas abundante en el raquis del banano, se ha
caracterizado como una fuente biologica de gran interés después de la celulosa y
constituye el 25% en el raquis de banano?®. La hemicelulosa se encuentra alrededor
de las fibras pequerfias de la médula espinal, en la figura 3 la estructura molecular de
la hemicelulosa. Existen varios métodos de extraccién quimica, tales como:

extraccion alcalina, extraccion soluble en cido y extraccion de liquido i6nico?.
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Figura 3 Estructura molecular de la hemicelulosa.
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1.2.3. Lignina

La lignina es parte del raquis de banano y el mas abundante biopolimero seguido a la
celulosa y hemicelulosa, los rangos que pueden encontrar son: celulosa: 38-50%;
hemicelulosa: 23-32% y lignina: 15-25%, su funcion es conservar el enlace de la celulosa

y hemicelulosa®.

Principalmente se las puede encontrar en plantas vasculares y a su vez las aplicaciones se
las emplean en: preparar compuestos aromaticos y energia como combustibles, en la

figura 4 se observa la estructura molecular de la lignina®,
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Figura 4 Estructura de la lignina.
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1.2.4. Pared celular
Es parte de la planta de banano y se la puede encontrar es una capa externa la cual otorga

resistencias estructurales jerarquicas. La pared celular se compone de polimeros, que al

final esta se compone de celulosa, hemicelulosa y lignina?,
1.3. Tratamientos de los residuos lignocelulésicos

1.3.1. Pretratamiento bioldgico

El pretratamiento biol6gico se utiliza como inhibidor principalmente de los agentes
patdgenos, sin embargo, hay distintos pretratamientos que pueden ser empleados en la
biomasa, como son: enzimaticas y microorganismos la cual actua para el desdoblamiento
de la celulosa. La lignina tiene una barrera la cual no permite ingresar a la pared celular

para ello se siguen estos procesos para impregnar a la celulosa y hemicelulosa®.
1.3.2. Pretratamiento Quimico

Existen efectos quimicos que se desarrollan mediante el estudio de agentes oxidantes,
alcali, acidos y sales que son utilizados para la eliminacién y alteracion de la lignina,

hemicelulosa y celulosa. De esta manera se esta logrando arrancar a la red de
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hemicelulosa de la lignina. Es primordial la prominencia de los poros para agrandar el

area de la superficie en el interior y reducir la calidad de polimerizacion y cristalinidad?®.

Existen métodos primitivos con acido diluido entre los cuales se tiene el acido sulfarico,
acido oxalico y maleico. También con alcali blando como el hidroxido de sodio, hidréxido

de potasio e hidréxido de amonio?’.
1.3.3. Pretratamiento fisico

La principal razén para tratar la biomasa por métodos mecénicos es la disminucion de la
cristalinidad, el tamafio de las particulas y el grado de polimerizacién. La hidrolisis
enziméatica se puede facilitar alterando la estructura de la biomasa aplicando estrés
mecanico sin agregar reactivos quimicos o bioldgicos para agrandar el area superficial de

la celulosa®.

El pretratamiento fisico aumenta el tamafio de los poros y somete la cristalinidad vy el
grado de polimerizacion de la celulosa. Los tratamientos fisicos cominmente utilizados
para degradar los restos lignocelulésicos incluyen la vaporizacion, la trituracion y la

molienda, la irradiacion, la temperatura y la presion?,
1.4. Hidrolisis

1.4.1. Hidrolisis Quimica

La forma mas facil de hidrolizar quimicamente la celulosa a glucosa es utilizando un
catalizador acido. Los polimeros de celulosa estan estructurados por mondémeros de
glucopiranosilo unidos por enlaces B-(1,4)-glucosidicos?®, sin embargo, los enlaces
pueden romperse en presencia de catalizadores acidos. La hidrdlisis de celulosa puede ser
catalizada quimicamente en varios periodos y, a veces, se combina con niveles de
fermentacion biocatalitica para transformar azlcares en compuestos quimicos de alto

valor agregado®.

Los procesos que realizan los acidos concentrados(Acido sulfurico al 71%, acido
clorhidrico al 41 % (p/v) con las variacion de temperatura se pueden obtener otros

rendimientos de hidrolisis superiores al 90%?3!.
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1.4.2. Hidrolisis Fisica

El agua subcritica es conocida como uno de los solventes ecoldgicos para materiales
orgénicos para diversas aplicaciones industriales y comerciales. Varias propiedades del
agua, como la viscosidad, la difusividad, la polaridad y la densidad, cambian con el
aumento de la temperatura®.Dichos cambios en las propiedades termo fisicas ayudan al
agua subcritica a llevar a cabo varios tipos de transformaciones quimicas, como la
transferencia de masa eficiente y las reacciones de hidrélisis. El agua subcritica es el
estado del agua entre 100 °C (ebullicién) y 374 °C (punto critico) en condiciones de
presion (0,1 a 22 MPa). El cambio de la accién del agua en estados debido a la accion de

la temperatura y la presion®,
1.4.3. Hidrolisis enzimética

Este proceso se basa en la descomposicion del sustrato o materia organica en presencia
de una enzima es surge después de la reaccion con el agua. Esto se ha llevado a cabo en
los Gltimos afos a las grandes industrias. La cual se lo realiza en un biorreactor de
membrana enzimatica de flujo continuo en industrias alimentarias (EMBR) para obtener

productor de valor agregado®,

El funcionamiento junto con el raquis de banano es cuando se le adicionan las celulasas
para que esta hidrolice el sustrato lignocelulosa para la obtencion de azucares

fermentables®.

1.5. Enzimas

Las enzimas son proteinas procedentes de las células de los organismos vivos activos,
como catalizadores bioldgicos de las reacciones quimicas necesarias para la vida. El uso
de enzimas correspondientes se considera la estrategia mas viable que ofrece una ventaja
sobre las rutas de conversion quimica de alto rendimiento, Minima formacion de
subproductos, bajos requerimientos energéticos, manejo moderado y manejo respetuoso
con el medio ambiente3. Con respecto a la tabla 1. se puede observar los modelos y

aplicaciones en las cuales se emplea.
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Tabla 1 Modelos y aplicaciones de enzimas en la industria.

Campo industrial Aplicaciones Enzimas especificas

Degradacion de
Biorremediacion pesticidas toxicos hidrolasas

contaminantes.

Biotecnologia Manipulacion de ADN  Polimerasas, ligasas

Sintesis de productos
Quimica naturales y quimicos varios
frios

Lipasas, amilasas,

Productos de limpieza quitamanchas
celulasas, proteasas

Estabilizante,
Alimenticia y aceites espesamiento varios
ablandamiento.
Tratamiento

Medicina terapéutico esterasas
Pasta y papel Destinta_do, Amilasgs, celulasas,
procesamiento milanesas
farmacéutica Produc_to farma_céutico Proteasag, celulasas,
e intermedios amilasas.
Fuente: 3¢
1.5.1. Celulasa

Las celulasas y hemicelulosas son utilizadas cominmente en biocombustibles
desarrollados para el proceso de azlcares fermentables los cuales son obtenidos por
hidrolisis gracias a materiales lignocelulosicos. Estos cuidan y reducen la cantidad de
agua para aumentar la produccion total de etanol, el desarrollo de nuevos equipos, y la
tecnologia de reciclaje y cdcteles celuldsicos se han procesado o fusionado para convertir
granos de maiz en glucosas fermentables para la obtencion de etanol y asi asegurar una

fuente vital u alternativa en el aprovechamiento de materiales no aprovechados®'.

1.6. Sacarificacion

La sacarificacion es un proceso alternativo el cual permite que los microorganismos
consuman la glucosa obtenida por la enzima hidrolizada®. Para hidrolizar la

lignocelulosa, la sacarificacion es un requerimiento previo hacia la biorrefineria®®.

La adiccion con surfactante y celulasa en combinacion tiene un aumento en el porcentaje

de azucares reductores y un aumento en la carga de sustrato®.

En este proceso se utiliza materia prima de bajo costo, los residuos organicos abarcan este

proceso sin embargo los residuos agricolas tienen un alto contenido de material
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lignocelulésico el cual puede hidrolizarse obteniendo azucares reductores o azucares

fermentables (glucosa, fructosa, maltosa, etc)?’.
1.7. Surfactantes

1.7.1. Surfactantes aniénicos

Los surfactantes anidnicos se definen por ser sales de sodio, que al momento de entrar al
proceso de ionizacién producen iones positivos de sodio y negativos. Entre los principales
se tiene al sulfonato de alquil benceno, sulfonato de alquilo lineal y sodio tripolifosfato.
Cada uno de ellos se distingue por su estructura molecular, toxicidad y biodegrabilidad,
estos son utilizados dentro de la industria en la produccion de espumantes, en metalurgia,
explotacién minera, tratamiento de aguas y produccion de papel. Existe un especial
interés en los ultimos tiempos de los tensoactivos anidnicos. Estos complejos inhabilitan

la degradacion bioldgica de ciertas sustancias presentes en el agua“®.
1.7.2. Surfactantes no anionicos

Los alcoholes grasos, éteres de poliglicol de alcoholes grasos o polietilenglicol éteres,
con una estrecha distribucion de homologos, también conocidos como etoxilados de
rango estrecho, son tensioactivos no i6nicos conocidos, que se producen

industrialmente®.

En la industria tienen el segundo lugar en cuando a su funcion, con una aproximacion del
45 % de la produccion. Estos no se ionizan en solucion acuosa, porque su grupo hidrofilo
es de tipo no disociable, como el alcohol, el fenol, el éter, el éster o la amida. Los
tensioactivos no iénicos se vuelven hidrofilos por la presencia de una cadena de
polietilenglicol, obtenido por la policondensacion del 6xido de etileno. Se denominan no
ionicos polietoxilados. En la ultima década, se han introducido en el mercado grupos de
cabeza de glucoésidos, por su baja toxicidad. En lo que se refiere al grupo lipofilico, a
menudo es del tipo alquilo o tipo de alquilbenceno, el primero procedente de acidos grasos
de origen natural. La policondensacion del 6xido de propileno produce un poliéter que

(en oposicion al 6xido de polietileno) es ligeramente hidrofobico®!.

1.7.2.1.  Polietilenglicol (PEG)

El polietilenglicol, PEG para abreviar, es un polimero quimicamente inerte, soluble en
agua, no absorbible y no téxico que es liquido o sélido segln la longitud de la cadena.

Los polietilenglicoles de alto molar son practicamente no reabsorbibles y tienen un fuerte
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efecto osmético porque se unen al agua a través de enlaces de hidrégeno en forma de
capas de hidratacién. También conocido como macro gol. Este es un polimero, es decir,

una sustancia quimica que es la base para la produccion de plastico?.

El PEG tiene un papel fundamental en la hidrolisis que consiste en ser un método eficiente
para los materiales lignoceluldsicos, este es empleado para la recuperacion de la enzima

para que actle en el proceso de hidrolizar el sustrato 3,

Hay muchos tipos de PEG que difieren en la longitud de su cadena y, por lo tanto, en su
peso molecular. Eso significa que PEG viene en forma liquida, sélida o soluble en agua.
El PEG tiene una amplia gama de usos, incluso en medicamentos y en dispositivos

médicos como apositos para heridas e hidrogeles*.
Los PEG se utilizan incluso en alimentos, por ejemplo, como conservantes®.
1.7.3. Surfactantes cationicos

Los surfactantes cationicos se distinguen por su disociacion en agua con un cation
anfifilico y un anion, mas a menudo del tipo haldgeno. Una proporcién muy grande de
esta clase corresponde al nitrdgeno. Compuestos tales como sales de aminas grasas y
amonios cuaternarios, con uno o varios de cadena larga del tipo alquilo, muchas veces
provenientes de acidos grasos naturales. Estos tensioactivos son en general mas caros que
los anidnicos, debido a la reaccion de hidrogenacion a alta presion que se lleva a cabo

durante su sintesis*®.

1.7.4. Surfactantes anféteros

Cuando una sola molécula de surfactante presenta disociaciones tanto anionicas como
cationicas, es llamado anfétero. Este es el caso de productos sintéticos como betainas o
sulfobetainas y sustancias naturales como aminoécidos y fosfolipidos. Algunos
tensioactivos anfoteros son insensibles al pH, mientras que otros son catiénicos a pH bajo
y aniénico a pH alto, con un comportamiento anfétero a pH intermedio. Los tensioactivos
anféteros son generalmente bastante caros, y en consecuencia, su uso se limita a
aplicaciones muy especiales como los cosméticos donde su alta compatibilidad bioldgica

y baja toxicidad es de primordial importancia®’.
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1.8. Andlisis estadisticos

El procesamiento estadistico se puede demostrar de una forma mas clara, aquel sea un
fendmeno que no se puede ver de forma fragmentaria si se mide, investiga, clasifica y
resume por ciertas propiedades o elementos. Se puede encontrar una ley comun o
regularidad de todo el fendmeno, es decir, descubre una regla inherente, Este es el
concepto general de estadistica y a este proceso se lo puede llamar andlisis estadistico.
Por ejemplo, es posible presentar la base para la mejora de calidad mediante la evaluacion
de los datos de conteo de defectos de los productos industriales o establecer una modelo

de planes*®.

En los ultimos afios los conceptos y anti métodos estadisticos han sido mas demandados
en varios campos junto con la difusion de las computadoras por las siguientes dos razones;
en primer lugar, dado que se recopila, procesa, difunde y transmite al publico una gran

cantidad de datos que no se pueden manejar facilmente?®.

1.9. Disefio factorial

Lo principal que el disefio factorial estudia son los efectos que esta puede ocasionar ya
sea varios factores en uno o mas resultados. Siempre y cuando tengan los mismos
factores. El objetivo particular que tiene este disefio es la combinacion de niveles en los

factores en el cual resulte el mejor desempefio®®.
Existen varios tipos de factores como por ejemplo el cualitativo y el cuantitativo.

1.9.1. Disefio factorial 2°

Este disefio consta de la combinacion de cuatro experimentos o puntos experimentales ya
sea en tratamientos que pueden ser de diferentes maneras. Se parte del disefio n* donde k
son los factores y n indica los niveles que este tiene (el nimero de corridas o replicas la
investigacion tenga. Por lo que , para el disefio 22, indica que esta compuesto de 2 factores

y, cada factor tiene 2 niveles®.

1.10. Analisis ANOVA

El ANOVA es utilizado para comprobar si hay una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de una 0 mas muestras o conjuntos de muestras en el mismo
andlisis. Este método utiliza un procedimiento la cual consiste en la comparacion de

valores segun la varianza global de las muestras que se comparan. Por lo general, este
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analisis se utiliza para relacionar las probabilidades con la conclusion de que las medias

de dos 0 mas poblaciones son diferentes®?.

El proposito del analisis se fundamenta en dividir la variabilidad total en diferentes partes,
una de las cuales se debe a la variabilidad de diferentes poblaciones y la otra se debe a la

variabilidad de las observaciones®?.

Este analisis se lo realiza de manera global o especifica a una poblacion o a lo que se
requiere analizar, esto es comun para verificar alguna concordancia entre varios
resultados, es un método estadistico la cual consiste en verificar resultados de medicion
que son obtenidos de la investigacién, también se puede realizar observaciones con
diferentes valores nominales, pero con la misma magnitud que se esta analizando, luego
se podra hacer una variacion en un ANOVA. Al final los resultados se comparan con los

resultados del error y se presentan algunas validaciones de dichos resultados®?.
1.11. Diagrama de Pareto

El diagrama de Pareto, es nombrado también como principio de esparcida de efectos, esta
sirve para observar irregularidades en una investigacion o en un proceso en las industrias,
es una grafica que permite denotar informacion a escala de mayor o menos relevancia,

permitiendo conocer entre las causas mas importantes de un problema®:.
1.12. Efectos

Los efectos o interacciones como son llamados, analizan los datos que se obtiene en una
investigacion o en un proceso, de manera que esta ayuda a mejorar su desempefio. Los
efectos tienen un papel de probabilidad mas complicado de apreciar, pero se dice que es

mejor que el de Pareto, para saber cuéles de esos efectos son positivos o negativos®.
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CAPITULO Il

2. METODOLGIA

2.1. Tipo de investigacion
La presente investigacion se desarrollara mediante analisis experimentales y analiticos.

2.2. Recoleccion de la muestra

La materia prima utilizada fue el raquis de banano, la cual fue obtenida en la bananera

de la Universidad Técnica de Machala.

2.3. Ubicacion de la muestra

La presente investigacion fue desarrollada en los laboratorios de la Facultad de Ciencias
Quimicas y de la Salud de la Universidad Técnica de Machala (UTMACH).

2.4. Materiales, reactivos y equipo
2.4.1. Materiales

e Balones volumétricos (25 ml; 100 ml; 1000 ml).
e Bureta volumétrica (25 ml).

e Erlenmeyer (250 ml).

e Probetas (50 ml).

e Vasos de precipitacion (25 ml; 50 ml; 100 ml; 250 ml; 600 ml; 1000 ml).
e Tubos centrifugos (15 ml de capacidad).

e Tubos centrifugos (45 ml de capacidad).

e Espatulas.

e Embudos de vidrio.

e Vidrio de reloj.

e Micro pipeta (1000 pL)

e Pipetas graduadas.

e Pipetas aforadas.

e Papel filtro.

e Puntas para micropipetas.

e Varilla de vidrio.

e Jeringa.
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Fundas herméticas.
Papel aluminio.

Tubos de ensayos 10 ml.
Soporte Universal.
Papel filtro.

Gradillas.

Pera volumétrica.
2.4.2. Equipos

Estufa (MEMMERT VN6400 4051785)
Agitador magnético

Agitador orbital (CIMAREC)

Balanza (SHIMADZU AUX 200)
Desecador

pH metro (METTLER TOLEDO
Incubadora MEMMERT®

Autoclave (STEROCLAVE 25X-1)
Cocineta

Centrifuga DYNAC®
Espectrofotémetro de UV-Visible (SHIMADZU UVmini-1240)

2.4.3. Reactivos

Polietilenglicol (PEG 4000; Czn+2Han+60n+2)
Acido Nitrico (HNO,)

Hidroxido de sodio (NaOH, pureza: 98,8 %)
Citrato de Sodio (NazCsHs07)

Glucosa (CsH1206)

Cellulase, enzyme blend

3,5 acido Dinitrosalicilico (DNS; C7HsN207)
Tartrato de sodio y potasio (NaKC4H1Os. 4 H20)
Agua destilada
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2.5. Desarrollo experimental

2.5.1. Preparacion de la muestra

Se cortaron los racimos de banano para obtener el raquis, seguidamente se lo procedio a
lavar con agua destilada para la eliminacién de cualquier particula presente. Se troce6 en
pedazos el raquis de banano en aproximadamente 0.5 a 2 centimetros; posteriormente se
lo llevé a una estufa a 75°C por 24 h, al final, se moli6 en un molino mecénico para
disminuir el tamafo de particula; finalmente se lo almacen6 en fundas térmicas para aislar
la humedad del material. En la figura 5 se puede observar el diagrama de flujo de la

preparacion de la muestra.

figura 5 Diagrama de flujo del proceso del raquis de banano. Polvo

RECEPCION DE MATERIA
PRIMA.
(Raquis de banano)

-
PELADO ) Se pela todo el raquis
Y LIMPIADO
§
Se trocean a 0.5 a 2 ( )
permiso <—\ TROCEADO |
I
[ LAVADO
l J
[ SECADO ]—) Estufa a 75 °C por 24
l H
[ TRITURACION ]
Se almacenan las muestras l
de raquis de banano en
polvo en una funda [ ALMACENADO ]

hermética, hasta su uso.

Fuente. Elaboracién propia
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2.5.2. Preparacion de la reaccion dinitrosalicilica DNS

Se procedio a pesar en una balanza analitica los reactivos mencionados a continuacion, 3
g de 3,5 dinitrosalicilico (DNS), 150 g de tartrato de Na-K y 8 g de NaOH. Se procedi6 a
disolver el NaOH en 200 ml de agua destilada, luego se afiadi6 el tartrato de Na-K
paulatinamente hasta su disolucion. Se le agrega agua destilada hasta que complete los
400 mly al final se afiade el &cido 3,5 dinitrosalicilico. Esta solucién se dej6 en agitacion
toda la noche y se enraso con agua destilada hasta completar un volumen total de 500

mP4,
2.5.3. Preparacion de patron de glucosa

Se procedi6 a calcular la solucién patron para obtener una concentracion de 1000 ppm
(mg. L-1), para ello se pes6 0.102 gr de glucosa al 98% y se disolvié en 100 mL de agua,

el cual servird como solucion patron para preparar disoluciones de la misma.

Se prepararon disoluciones de glucosa en diferentes concentraciones: 100 ppm, 200 ppm,

400 ppm, 600 ppm, 800 ppm y 1000 ppm.
2.5.4. Elaboracion de la curva de calibracion de glucosa.

Los experimentos se realizaron en tubos de ensayo de 10 ml, al cual se le afiadieron una
alicuota de 0.5 ml de muestra (disolucion de glucosa) y 0.5 ml del reactivo preparado
DNS del apartado 2.5.2. Luego, fueron colocados en bafio de agua a una temperatura de
100 °C durante 5 min. Se enfrié las muestras hasta temperatura ambiente y, se agregaron
5 ml de agua destilada. Al final se homogenizd y se leyo en el espectrofotometro de UV-
VIS a una longitud de onda de 540 nm®.

2.6. Disefio experimental

Para llevar a cabo la parte experimental de la hidrolisis enzimatica, se realizé un disefio

factorial de 22. Los factores y niveles se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Disefio y experimentales

FACTORES NIVELES
A: PEG (g) 0,1 0,16
B: Enzima (FPU) 30 50
Fuente:®,
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Las concentraciones de PEG 4000, fueron de 0.1y 0.16 gramos*.; por otra parte, para la
enzima se trabajo con concentracion de 30 y 50 FPU®’. Una vez establecidos los
parametros o factores a variar, se procedid a elaborar una tabla de experimentos, la cual

se detalla en la tabla 3.

Tabla 3 Tabla de experimentos

: Longitud Sustrato Enzima Enzima Temperatura pggG
Experimento pH

deonda (%)p/v (FPU)  (uL) (9)
(°C)
A 30 1600 4.8 40 0,1
B 50 2650 0,1
540 um 5
C 30 1600 0,16
D 50 2650 0,16

Fuente: Elaboracion propia
Todos los experimentos del disefio experimental se realizaron por duplicado, ademas,
para la hidrolisis enzimatica se trabajé con solucion buffer de citrato de sodio a un pH de
4.8, temperatura de trabajo de 40 °C vy, las demas condiciones son las establecidas en la
tabla 3.

2.7. Hidrolisis enzimatica

2.7.1. Pretratamientos

Para eliminar la lignina y otros contaminantes que se puedan encontrar en el raquis de
banano, se realiz6 un tratamiento quimico con NaOH vy autolavado antes de la hidrélisis
enzimatica®®. Paraello, se colocd 10 gr de raquis de banano en 200 mL de 1.5% de NaOH,
teniendo de esta manera 5% p/v de sustrato (raquis de banano). Luego se agité a
temperatura ambiente durante 3 dias. Transcurrido ese tiempo, las muestras tuvieron un
pH de 12,4; para disminuir el pH, se lavaron las muestras y se filtraron. Por ultimo, se
llevaron las muestras a un auto clavado a una temperatura de 100°C durante 20 min para

la depuracion de microorganismos.
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2.7.2. Preparacion de buffer de citrato de sodio

El buffer de citrato de sodio, permite regular el pH y mantener las condiciones éptimas
de la biomasa®. La preparacion de esta solucion consta de 2 reactivos, citrato de sodio
NazCsHs07 con acido citrico CeHgO-, para mantener a un pH de 4,8. Primero se hicieron
los célculos para 1 litro de buffer, se pesd 21,51 g de citrato de sodio y se disolvi6 en 500
ml de agua destilada, aproximadamente. A la par se disolvié 4,80 g de acido citrico en 20
ml de agua destilada. Finalmente, se mezclaron ambas soluciones y se afor6 en, un balon

volumétrico de 1000 mI®°.
2.7.3. Preparacion de enzima Celulasa

Para la hidrolisis se utilizaron 2 concentraciones diferentes de enzima Ceellulase
enzyme blend ; 30FPU Y 50 FPU ', En 188 FPU existe 1 mL de la enzima empleada

(cita pendiente), Con esta relacion se pudo preparar las concentraciones de enzima.

e 30FPU
1mL - 188 FPU
X 30 FPU
1000 uL
x =0.160 mL X ———— = 160 uL
ml
e 50FPU

1mL - 188 FPU
x 50 FPU

= 0.265ml x L2OML _ 565 L
X = Babom iml H
2.7.4. Preparacion de polietilenglicol (PEG) 4000

Para la hidrolisis fueron empleadas dos concentraciones diferentes del polietilenglicol
(PEG); 0.5 g y 0.8 g°L. Se prepararon las concentraciones con respecto a los calculos

obtenidos.
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e PEGO0.5gr
0.59gr - 1000 mL
x 200mL
x = 0.1 gr PEG

e PEGO0.8qgr
0.8gr - 1000mL

X 200mL
x = 0.16 gr PEG

2.7.5. Experimentos de hidrolisis enzimatica en presencia de PEG 4000

Se empled sustrato (raquis de banano) 5% p/v en buffer de citrato de sodio de pH 4,8 y
temperatura de 40 °C. A cada muestra se afiadio 10 gr de raquis, 200 ml de buffer, enzima
Cellulase, enzyme blend y PEG, de acuerdo al disefio factorial descrito en la tabla 2,
teniendo las muestras A, B, C y D'y, se trabajo por duplicado. La hidrélisis enzimatica se
llevé a cabo durante un tiempo de 96 horas. Para ello, se tomaron 2 alicuotas diarias de
cada muestra, por la mafana y por la tarde. Finalmente, para la lectura de azucares
reductores se empled la metodologia del apartado 2.5.2. En la figura 6, se observa el

diagrama del procedo de hidrolisis enzimatica.
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Figura 6. Diagrama de hidrolisis enzimética del banano

RAQUIS DE BANANO

5% PIV

1.-NaOH
2.- Autoclave

PRETRATAMIENTO

Buffer: citrato de sodio 4,8
pH

PEG: 0,1gy0,16g
Enzima: 30 FPU y 50 FPU

Hidrolisis enzimatica

(Incubadora)

Reactivo DNS
Longitud=540 nm

ANALISIS

(azucares reductores)

-

N

RESULTADOS DE
LA MAYOR
PRODUCCION DE
AZUCARES
REDUCTORES

~

T=40°C
Agitacién= 120 rpm
Tiempo=96 horas

J

Fuente: Elaboracion propia
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CAPITULO 11

3. RESULTADOS

3.1 Curva de calibracion de glucosa

Para la curva de calibracién de glucosa, se utiliz6 el método de DNS para leer la cantidad

de glucosa en cada disolucidn.

Las lecturas tomadas se las realiz6 en el espectrofotometro de UV-VIS a una longitud de
onda de 540 nm, se realizaron 5 curvas de calibracion en diferentes dias para obtener una

curva promedio como se puede observar en la figura 7.

Figura 7. Curva de calibracion con solucion patron para las muestras de raquis

CURVA DE CALIBRACION DE GLUCOSA

0.6

05 y =0,0005x - 0,0124
= Re=09934 .- '
kS 0.4 ...'. ........
S S R
s .
B oy e
8 01 [Pt
< I

0 &
01 0 200 400 600 800 1000 1200

Concentracion de glucosa (mg.L™)

Fuente: Elaboracion propia

Se obtuvo una ecuacién de la recta y = 0,0005x — 0,0124, con un coeficiente de
correlacion R? = 0,9934. En la cual, y representa a la absorbancia (nm) de la glucosa, los
0,0005 son la pendiente de la recta (m), x es la concentracion de glucosa (mg.L?) y -
0,0124 es el intercepto (b) en el eje de las Y. Con esta ecuacion de la recta, se mediran

las concentraciones de glucosa que se obtendran en la hidrélisis enzimatica.

Empleando un software estadistico Design Expert se obtuvieron los resultados que se

detallan en la tabla 4.
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Tabla 4. Ajuste estadistico

Desviacion 49 R? 0.9964
estandar

Media  6605.88 Algszte 0.9936

C.V% 05909 PredichoR2  0.9854

Precision 399.447
Fuente: Elaboracion propia

3.2 Hidrolisis enziméatica

El estudio de la hidrolisis enzimética hace énfasis a la demanda de energia no renovable
y sobre todo al aprovechamiento del residuo lignocelulosas, este método mas la adicién
del PEG tienen una mejor eficiencia®?. Se la emplea para hidrolizar residuos agricolas

para minimizar la contaminacion.
3.2.1 Tasa de produccion de azucares reductores.
» Tasa de produccion de azucares reductores en la muestra A

En la muestra A, se utilizd 5% p/v de sustrato (raquis de banano), en 200 mL de buffer
de citrato de sodio (pH = 4,8 y T = 40 °C), concentracion de PEG 4000 de 0,1 gramos y
enzima Cellulasa enzyme blend de 160 uL. En la figura 8, se observa la tasa de produccion

de azucares en la muestra A.

Figura 8. Tasa de produccion de azucares en muestra A

Tasa de produccién de azUcares en muestra A
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8 5000
= 4000
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o

Fuente: Elaboracion propia

39



» Tasa de produccién de azucares reductores en muestra B

En la muestra B, se utilizd 5% p/v de sustrato (raquis de banano), en 200 mL de buffer de
citrato de sodio (pH = 4,8 y T = 40 °C), concentracion de PEG 4000 de 0,1 gramos y
enzima Cellulasa enzyme blend fue de 265 uL. En la figura 9, se observa la tasa de
produccion en la muestra B.

Figura 9. Tasa de produccién de azlcares en muestra B

Tasa de produccion para muestra B

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100
Tiempo (h)

Concentracio

Fuente: Elaboracién propia

Como se puede observar, en la muestra B, existe como resultado una tasa de produccion

en azucares reductores a las 96 horas de 5988 mg.L™.

» Tasa de produccion en C
En la muestra C, se utilizé 5% p/v de sustrato (raquis de banano), en 200 ml de buffer de
citrato de sodio (pH = 4,8 y T = 40 °C), concentracién de PEG 4000 de 0,16 gramos y

enzima Cellulasa enzyme blend fue de 160 uL. En la figura 10, se observa la tasa de

produccién en la muestra C.
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Figura 10. Tasa de produccion de azucares en muestra C
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Como se puede observar, en la muestra C, existe como resultado una tasa de produccion

en azucares reductores a las 96 horas de 6308 mg.L™.

» Tasa de produccion en D
En la muestra D, se utilizd 5% p/v de sustrato (raquis de banano), en 200 mL de buffer
de citrato de sodio (pH = 4,8y T = 40 °C), concentracioén de PEG 4000 de 0,16 gramos y

enzima Cellulasa enzyme blend fue de 265 uL. En la figura 11, se observa la tasa de

produccién en la muestra C.
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Figura 11. Tasa de produccion de azlcares en muestra D
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Fuente: Elaboracion propia

Como se puede observar, en la muestra D, existe como resultado una tasa de produccion

en azlcares reductores a las 96 horas de 5168 mg.L™.

De las 4 muestras A, B, Cy D, se pudo identificar o demostrar que la muestra A (enzima
30 FPU y PEG 4000 0.1 g) produjo mayor cantidad de azucares reductores, siendo de
7008 mg.L. De tal manera que, la accion del PEG, al ser surfactante que incrementa la

actividad enzimatica, por lo que se eleva la produccion de los azUcares reductores.

El analisis que se realizd en todas las muestras se produjo mediante la diferencia de

concentraciones PEG 4000 y enzima con un tiempo estandarizado para todas las muestras.

En investigaciones se reflejan resultados de 598 mg.L? de azlcares reductores, con una
concentracion 0,05 % de PEG, y tiempo de 72 horas; por lo que recomienda una mayor

concentracion de PEG 2.

3.3 Andlisis estadisticos

3.1.1. Anélisis ANOVA
Tabla 5. Anélisis ANOVA
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Cuadrado

Fuente  Suma de cuadrados  df medio valor F valor P
Modelo 1.664E+0.6 3 5.547E+0.5 364.00 <0.0001 significant
A PEG 1 35778.13 23.48 0.0084
B Enzima 75078.12 1 75078.12 49.27 0.0022
AB 1.553E+0.6 1 1.553E+0.6 1019.25 < 0.0001
puro
Error 6095.50 4 1523.87
por Total 1.664E+0.6 7

Fuente: Desing expert
Con el estudio del anlisis de varianza (ANOVA) que se observa en la tabla 5, se estima
que si el valor de p es menor al 5% (0.05) indican que los resultados son significativos.
En este caso, el factor A (concentracion de PEG 4000), B (concentracion de enzima) y
AB (interaccion entre factores A y B) son términos significativos del modelo. Los valores

superiores a 0,1000 indican que los términos del modelo no son significativos.
3.3.2. Diagrama de Pareto

En el diagrama de Pareto se ha colocado de mayor a menor los efectos en las diferentes
combinaciones y factores correspondientes. Si este Ultimo sobrepasa el limite rojo indica

o0 denota el control de factores prioritarios.

Por lo anterior expuesto, en la grafica 1, se puede demostrar que el efecto AB, es decir,
la interaccion entre los factores de PEG 4000 y enzima, es el que mayor efecto

significante ocasiona sobre los experimentos de hidrolisis enzimatica.

Por otra parte, el factor B (concentracion de enzima) produce menor efecto en relacion al
factor AB, pero, mayor efecto que el factor A (concentracion de PEG). En otras palabras,
se puede establecer que el efecto AB es el que mayor incidencia genera en los

experimentos y el efecto del factor A, es el que menor incidencia produce.
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Grafica 1. Diagrama de Pareto
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Fuente: Desing expert
3.3.1 Interacciones

Dentro de un disefio factorial, cada nivel de cada factor independiente se combina con
cada nivel de los otros factores, teniendo como resultado diferentes combinaciones
posibles. Cada combinacidn se transforma en una condicidn del experimento. Esto hace
que el experimento sea eficiente, porque suministra informacion sobre el efecto de todos
los factores en cuanto a la relacion con el nivel de otros factores. Teniendo en cuanta que
el efecto se define como un cambio en la respuesta experimental causado por un cambio

en el nivel del factor.

En las siguientes graficas (grafico 2 y grafico 3) se logra identificar que existe un efecto
negativo del factor A (PEG) logrando una disminucién del rendimiento y a su vez, al
mantener un efecto positivo del factor B (enzima) se logra un incremento en el

rendimiento.
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Grafica 2. Factor con PEG
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Grafica 3. Factor con la enzima
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Los efectos de interaccion miden el efecto que tiene una combinacion de factores en una

respuesta. Como se puede demostrar en el grafico 4, la interaccion entre el factor AB, fue

el que mayor significancia ocasiono en los experimentos de hidrélisis enzimética.

Grafica 4. Interaccion con enzima y PEG
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

Se logr6 obtener raquis de banano como materia prima para la hidrolisis
enzimatica, empleando para todos los experimentos una concentracion del 5% p/v.
Se trabajo con un disefio factorial de 22, el cual arrojo 4 experimentos: A, B, Cy
D, mismos que fueron empleados para la produccién de azlcares reductores
mediante hidrélisis enzimética en un tiempo de 96 horas.

Finalmente, se pudo demostrar que la muestra A fue la que mayor produccion de
azlcares generd, teniendo una concentracion de 7008 mg. L. Estos resultados se
pudieron contrastar con el analisis de varianza (ANOVA) y diagrama de Pareto,
los cuales arrojaron como respuesta que la interaccion con los 2 factores Ay B
(PEG 4000 y enzima) produjeron mayor cantidad de azUcares que empleando un

Unico factor.
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CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

e Realizar un disefio factorial de 32 para ampliar la gama de parametros o factores
que mayor incidencia generan en la hidrélisis enzimética.
e Laenzima a utilizar debe de estar en un ambiente acondicionado, regulando el pH

y temperatura para tener una 6ptima produccion de glucosa.
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ANEXOS

Anexo 1. Pelado y troceado del raquis de banano

Anexo 2. Secado a 75 °C en la estufa
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Anexo 4. Solucién patron de glucosa
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Anexo 6. Preparacion de solucion patron de lectura con el DNS
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Anexo 7. Enzyma cellulase blend

Anexo 8. Lectura de curva de calibracion
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Anexo 9. Tratamiento en la autoclave
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Anexo 11. Antes de la hidrolisis enzimatica con PEG 4000 y enzima

Anexo 12. Incubadora a 40°C

Anexo 13. Toma de muestra de la incubadora
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Anexo 14. Muestra para la lectura en el espectrofotometro de UV-VIS con DNS
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