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Resumen

La lignina y la celulosa no siempre pueden emplearse en su forma natural, por ello deben
hidrolizarse, y esto puede llevarse a cabo con enzimas, con acidos o con bases; las dos tdltimas
presentan la ventaja de mejorar la hidrdlisis de la celulosa. La alternativa de emplear residuos
lignoceluldsicos en la produccién de bioetanol y de proteina unicelular constituye hoy dia una
posibilidad altamente prometedora por su amplia disponibilidad en el mundo. En el presente trabajo
se evaluaron los diferentes métodos de hidrélisis del residuo lignocelulésico de la planta de Zea
mays (Poaceae) “maiz amarillo duro” con la finalidad de determinar el método més adecuado para
la maxima obtencién de azicares reductores totales ART y poder asi utilizarlos como sustrato en
procesos fermentativos para la produccion de proteinas unicelulares y bioetanol. La materia prima
empleada fue planta seca y fraccionada de un tamafo de particula <1,0 mm y se evalué mediante
métodos de hidrélisis quimicos, fisicos y la combinacién de ambos, utilizando como soluciones
extractantes agua destilada estéril, 4cido sulftrico e hidréxido de sodio al 1,25 %. La relacién planta-
solvente utilizada en todos los tratamientos fue de 1:10. La determinacién de los aztcares reductores
totales se realiz6 en los filtrados obtenidos de cada uno de los tratamientos empleando el método
de Folin-Wu. Los resultados indican que la méxima concentracién de aztcares reductores totales
obtenidos corresponde a 82,94 y 84,18 g/L, y se obtienen después de realizar la hidrdlisis mixta
como resultado de la combinacion del método fisico y fisico-quimico.

Palabras clave: azicares reductores totales, planta, hojas, tallo, Zea mays.

Abstract

The lignin and the cellulose can not always be used in their natural form, they need to be
hydrolyzed, and it can be carried out by enzymes, with acids or with bases; the last ones have
the advantage of improving the hydrolysis of the cellulose. The alternative of using lignocellulosic
residues in the production of bioethanol and single-cell protein is today a highly promising
possibility due to its wide availability in the world. In the present work, different methods of
hydrolysis of the lignocellulosic residue of plant of Zea mays (Poaceae) “hard yellow maize” were
evaluated with the purpose of determining the most appropiate method for the extraction of total
reducing sugars TRS and then use them as substrate in fermentative processes for single-cell protein
and bioethanol production. We used dry and fractionated plant with particle size <1.0 mm and
we evaluated it through chemical and physical hydrolysis methods and the combination of both
using as extractant solutions sterile distilled water, sulfuric acid and sodium hydroxide 1.25 %. The
relation plant-solvent used in all treatments was 1:10. The determination of total reducing sugars
was carried out in the filtrates obtained with each treatment using the Folin-Wu method. The results
indicate that the maximum concentration of total reducing sugars obtained are 82.94 and 84.18 g/L,
after carrying out the mixed hydrolysis as a result of the combination of physical and physico-
chemical methods.

Keywords: total reducing sugars, plant, leaves, stem, Zea mays.

Introduccion la fuerza capaz de poner en movimiento,
) mediante procesos fisicos y quimicos, el
La energia como una forma concreta de . . .

conjunto de herramientas y mecanismos
que satisface las necesidad del progreso, el
trabajo y de la sociedad. Por otra parte, las

posibilidades de obtencién de energia se

existencia de la materia posee diferentes
manifestaciones, pero como elemento de
los factores de produccién constituye un
componente fundamental para el desarrollo

. encuentra determinada por la viabilidad de
de las fuerzas productivas, toda vez que es

la transformacién de un recurso o la sintesis
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o fusién de varios de estos, existiendo una
gran preocupacion internacional al respecto,
fundamentalmente a partir de la crisis del
petroleo de la década del 70, debido a que el
origen de sus fuentes primarias son finitas,
al provenir de combustibles fésiles (Mesa
Garriga et al., 2007).

La bioenergia es una de las fuentes de
energia renovables que puede reemplazar
en parte el uso de los combustibles fésiles.
Contribuye a la diversificaciéon de la energia
delos paises y alaapropiacion de tecnologias
de energias emergentes, reduciendo las
emisiones de gas invernadero, la generacion
de empleo en el area rural y la sustitucion
de la importacién de combustibles (Islas et
al., 2006).

El material lignocelulésico es atractivo
por su bajo costo y alta disponibilidad
en diversos climas y localidades, sin
embargo, el principal impedimento para
su utilizacion es la falta de una tecnologia
de bajo costo para degradar la fraccion
recalcitrante de la biomasa. Aunque existen
fisicoquimicos que permiten
utilizar la biomasa en la produccién
de biocombustibles,
prometedora son los métodos bioldgicos

métodos

una alternativa
que utilizan organismos celuloliticos para
obtener aztcares fermentables (Lynd et al.,
2002).

Los sustratos mds utilizados para
producir biocombustibles son la “cafia
de aztcar” y el “maiz”, siendo Brasil el
mayor productor de bioetanol a partir de
“cafia de aztcar” y Estados Unidos que
emplea el “maiz”; las fuentes celuldsicas
potencialmente utilizables son los desechos
de la industria maderera, residuos de
cosechas (bagazos), hierbas,
desechos so¢lidos de animales (Gray et al.,

2006).

aserrin y

La biomasa lignoceluldsica tiene tres

componentes principales, los polisacaridos,
la lignina y otras sustancias que no forman
parte de la pared celular. El componente
polisacarido comprende carbohidratos de
altopesomolecular (celulosay hemicelulosa),
que representan entre el 60-80% del total
de los materiales lignoceluldsicos. La
celulosa, componente mayoritario de las
paredes celulares de las fibras de madera,
es un polimetro lineal de B-D-Glucosa con
un peso molecular de aproximadamente
500,000.  Las

constituidas por polimetros de unidades

hemicelulosas estan
de anhidroaztcares unidos por enlaces
glucosidicos. Formados por mas de un tipo
de azicar (hexosas o pentosas) y ademas
presentan ramificaciones y sustituciones.
Su papel es suministrar la unién entre
la lignina y la celulosa. La lignina es un
polimero tridimensional amorfo formado
por la polimerizacién deshidrogenativa
de unidades de fenilpropano ligados por
diferentes tipos de enlaces que se alteran de
manera desordenada. (Oliva, 2003).

Los residuos de las industrias

importadoras de “maiz” han sido
considerados como biomasa de tipo residual
y fuente de energia renovable debido a
su naturaleza lignocelulésica formada
mediante el proceso de fotosintesis. Sin
embargo la utilizacion de estos residuos
agricolas como materia prima para procesos
fermentativos, involucra como etapa
fundamental la extraccion de aztcares
reductores o fermentables a partir de
celulosa o hemicelulosa, razén por lo
cual se hacen necesarios realizar pre-
tratamientos que permitan modificar y
destruir la compleja estructura del material

lignocelulésico (Ballesteros, 2000).

Se han establecido diferentes métodos
de pre tratamientos para poder liberar
los aztcares presentes en los materiales
lignoceluldsicos. Estos incluyen métodos
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fisicos, quimicos y biolégicos, los cuales
presentan eficiencia variada de acuerdo a
la composicién de la biomasa. Pero también
presentan diferentes variables que facilitan
los procesos de hidrélisis sin importar el
tipo de material que se pretenda hidrolizar,
dentro de las cuales se propone como
primer paso cortar o moler el material
lignocelulésico hasta obtener particulas
finas de aproximadamente <1 mm de
tamafio, lo cual produce no sélo rotura de las
células, sino también reduce la cristalinidad
y el grado de polimerizacion de la celulosa,
facilitando de esta forma su degradacién a
mondmeros (Doelle et al., 1992).

El departamento de La Libertad es
considerado como la primera productora
de “maiz amarillo” duro superando a
los departamentos de Lima, San Martin,
Lambayeque, Ancash, Cajamarca, entre
otros (Portal Informativo de La Libertad,
2009).

El presente trabajo tiene como objetivo
evaluar los métodos de hidrolisis de la
planta de Zea mays (Poaceae) “maiz amarillo
duro” con la finalidad de determinar el
método de hidrolisis mas adecuado para
la extracciéon de ART que podria utilizarse
posteriormente en procesos fermentativos,
como para la obtencién de biocombustibles
(bioetanol).

El término biocombustible engloba a
todos aquellos combustibles derivados
de la biomasa vegetal. Se trata por tanto,
de combustibles de origen vegetal que
tienen caracteristicas parecidas a las de
los combustibles fésiles, lo que permite su
utilizacién en motores sin tener que efectuar
modificaciones importantes. Ademds, no
contiene azufre, uno de los principales
causantes de la lluvia 4cida, ni contribuye a
aumentar la cantidad de CO, a la atmésfera
(Oliva, 2003).
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Material y métodos
Obtencién del material biolégico:

La planta de Z. mays (Poaceae) “maiz
amarillo duro” fue obtenida por donacién
de los campos de Moche, La Libertad, Pera.

Acondicionamiento del sustrato:

Se acondicioné la muestra mediante el
proceso de secado y fraccionado. Se colocd
la planta fresca sobre papel periédico
para absorber el exceso de humedad
durante 3 dias a temperatura ambiente
23 +/- 2°C. Una vez seca se fraccion6 con
ayuda de tijera y cuchillos, para facilitar su
acondicionamiento en la estufa la cual fue
sometida entre 80-90°C durante 4- 6 horas.

Luego, con la ayuda de un molino de
accion mecénica la planta fue triturada
hasta lograr pasar por un cedazo de 0,5 mm
a 1,0 mm de poro.

Proceso de extraccion de azuacares
reductores totales ART de la planta de Z.
mays (Poaceae) “maiz amarillo duro”:

La planta se someti6 a la accién de
diferentes solventes con la finalidad de
realizar la extraccion de ART. Se utiliz6 la
planta previamente tratada y H.SO,, NaOH
y H,O como solventes, en una relacién
planta-solvente de 1:10. La concentracién
de H,SO, y NaOH utilizada fue de 1,25% en
todo los tratamientos.

Los procesos de extraccién se realizaron
en un total de 15 tratamientos en los cuales
se combinaron métodos quimicos y fisicos
de extraccion de la siguiente manera:

Tratamientos T,, T, y T,. Extraccién de
ART mediante hidrélisis quimica usando
H.,SO, 1,25% v/v, NaOH 1,25% p/v y H,O
respectivamente en un sistema de decoccién
por 30 minutos.

Tratamientos T,, T, y T,. Extraccion de
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ART mediante hidrélisis quimica-fisica
usando H,SO, 1,25% v/v, NaOH 1,25% p/v
y H,O respectivamente en un sistema de
autoclave a 120 °C, 15 atm. por 30 minutos.

Tratamientos T,, T, y T,. Extraccién de
ART, mediante hidrolisis mixta (quimica-
fisica y quimica) en continuo, usando
H,S0, 1,25% v/v, NaOH 1,25 % p/v y HO
respectivamente.

Tratamientos T,, T,, y T,,. Extraccion
de ART de la fraccién no soluble de los
tratamientos T, T, y T, Extraccion por
agotamiento mediante hidroélisis quimica,
usando solamente H,SO, 1,25% v /v en cada
tratamiento, en un sistema de decoccién por

30 minutos.

Tratamientos T,,, T,y T,.. Combinacion
de las fracciones solubles de los tratamientos

(T,+T,, T,, T, T, + T ,) respectivamente.

107 75+ T117

Cuantificacion de 1los  azdcares
reductores totales ART extraidos de la
planta de Z. mays (Poaceae) “maiz amarillo

duro”:

Los ART se cuantificaron utilizando el
filtrado que se ha obtenido en los diferentes
tratamientos (quimico, quimico-fisico y
mixto) empledandose para esto el método de
Folin-Wu.

Analisis estadistico:

Los resultados obtenidos en los 15
tratamientos fueron analizados mediante
el método de ANOVA. La determinacion
de homogeneidad y heterogeneidad de
tratamientos se realiz6 mediante la prueba
Duncan.

Resultados

Los resultados obtenidos de la extraccién
de ART dela planta de “maiz amarillo duro”
por métodos quimicos, fisicos y quimico-

fisicos se muestran en las siguientes tablas.

En la tabla 1, se pueden observar los
diferentes tratamientos y los respectivos
estimadores aritméticos, destacandose el
tratamiento 7 6 T, con 84,18 g/L de ART,
seguido del tratamiento 4 6 T, con 82,94
g/L de ART; pertenecientes al método de
hidrolisis mixta e hidrdlisis quimica-fisica
respectivamente. En la tabla 2 se observa
el anélisis de comparacién de medias por
el método Duncan con una significancia de
(a=0,05) destacandose los tratamiento N° 7
(T,) y N°4 (T,). Asi también, en el diagrama
1 muestra la similitud entre los tratamientos
donde se destaca al tratamiento 7 6 T, y
al tratamiento 4 6 T, como diferentes a
todos los demads. Encontrandose también
similitudes entre algunos de ellos.
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TABLA 1: Valores originales y sus estimadores aritméticos de los azticares reductores

totales ART extraidos de la planta de Zea mays (Poaceae) “maiz amarillo duro” mediante

hidrolisis quimica, fisica y quimico-fisica

TRATAMIENTOS REPETICIONES ESTIMADORES
Caracteristicas —

1 2 3 > X S S? C.V.
Cédigo | Soluciéon
T, H,SO, 38.45 |39.6 39.38 | 117.43 |39.14 | 0.61 0.37 10.02
T, NaOH 2.1 1.03 1.61 4.74 1.58 [0.54 029 [0.34
T, H,0 5.69 |7.09 6.41 19.19 6.40 |[0.70 049 |[0.11
T, H,SO, 81.84 |83.52 |83.46 |[248.82 |82.94 |0.95 0.91 0.01
T, NaOH 3.03 |2.63 2.87 8.53 2.84 |0.20 0.04 |0.07
T, H,0 7.08 |6.73 7.32 21.13 7.04 (0.30 0.09 [0.04
T, H,SO, 84.70 |82.83 |85.02 |[252.55 |84.18 |1.18 1.40 |0.01
T, NaOH 2.76  |3.64 1.72 8.12 2.71 10.96 0.92 [0.35
T, H,0 11.36 |11.64 |10.8 33.80 11.27 10.43 0.18 ]0.04
T,, H,SO, 445 |5.42 3.26 13.13 438 |1.08 1.17  10.25
T, NaOH 468 |[3.80 |2.73 11.21 3.74 1098 0.95 [0.26
T, H,0 7.24 | 8.50 9.74 25.48 849 |1.25 1.56 |0.15
T, H,SO, 49.05 [50.70 |51.49 |151.24 |50.41 |1.25 1.55 10.02
T,, NaOH 323 |3.64 |4.03 10.90 3.63 |0.40 0.16 |0.11
T, H,0 7.16 | 7.85 8.46 23.47 7.82  10.65 0.42 |0.08

Leyenda: Lo valores en negrita muestran los valores mas altos de ART promedio.
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Discusion

La planta del “maiz” es un residuo de
origen lignoceluldsico que es obtenida de
las empresas desgranadoras de “maiz”
durante el envasado el mismo. Segun
Cardona et al. (2009). El cultivo de “maiz”
genera una gran cantidad de biomasa aérea,
de la cual el 50% es cosechada en forma de
grano, correspondiendo el resto a diversas
estructuras de la planta. Estos residuos
pueden ser procesados para obtener fibra
digerible para alimentaciéon
animal, carbohidratos para la produccién
de etanol o alimentos y proteinas para
(DDS  Technologies,
2002). Sin embargo, en este proyecto se

altamente

consumo humano

utilizé la planta de “maiz” (tallo y hojas)
que es un recurso renovable potencial
para la obtencién de aztcares reductores
destinados a procesos fermentativos. Pero
lo més importante es encontrar el método
a utilizar para lograr la hidrdlisis de la
celulosa.

Segun Fabelo (1998), la biomasa
lignoceluldsica presenta una estructura
compleja, cuya fraccién mayoritaria es la
celulosa. Este polisacdrido esta formado
por largas cadenas de glucosa unidas
entre si por enlaces P (1-4) que a su vez se
agrupan en estructuras superiores de gran
cristalinidad, lo cual dificulta el proceso de
hidrolisis enzimatica por lo que es necesario

realizar pretratamientos de la biomasa.

En este trabajo se realizaron métodos de
hidrélisis 4cida y basica con H,SO, y NaOH
respectivamente. Lazaro et al. (1994), afirman
que la hidrélisis bésica es recomendable
cuando se precisa hacer un pretratamiento
del material lignocelulésico como paso
previo a una hidrélisis enzimatica puesto
que la accion del NaOH es lograr solubilizar
parcialmente la lignina produciendo
hinchamiento de la biomasa lo que conduce

a un aumento del area superficial interna y
descenso de la cristalinidad dejando asi mas
accesible la celulosa a la accién enzimatica;
razén por la cual, su actividad extractante
de aztcares reductores como la glucosa es
mucho menor que la de los acidos, hecho
que ha sido corroborado por los resultados
obtenidos en el presente trabajo, los mismos
que indican que el H,SO, logra realizar una
mejor extraccion de azucares reductores de
la planta de “maiz” que el NaOH.

Segun Larsson (2000), la hidrélisis dcida
transforma las cadenas de polisacaridos
que forman la biomasa en sus monémeros
elementales y puede utilizarse &cidos
concentrados con los cudles se puede
obtener alto rendimiento de hidrdlisis pero
tiene la desventaja de un costo elevado y la
demanda de una etapa de neutralizacion
de la fraccién liquida obtenida lo cual
aumenta ain mas el costo del proceso. Es
posible emplear acidos diluidos como se
realizé en este trabajo, lo cual disminuyen
el costo del proceso, pero se requieren altas
temperaturas para alcanzar rendimientos
aceptables de conversién de celulosa a
glucosa, por lo que se realiz6 la hidrolisis
mixta, es decir, la hidrdlisis quimica
seguida de la hidrdlisis fisica, utilizando
H,SO, y colocando al autoclave la muestra
respectivamente.

El efecto de la temperatura produce la
alteracion fisica delas fibraslignocelulésicas,
ocasionando separacién y ruptura de las
mismas, mientras que, los acidos pueden
despolimerizar y lograr la ruptura de
enlaces liberando asi los monémeros que
los constituyen.

Segun Sun y Cheng (2002), el efecto
mecanico estd causado por la rapida
despresurizaciéon que provoca evaporacion
del agua interna, creando fuerzas de
cizalladura que producen la separaciéon de
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las fibras, principalmente de las regiones
mas débiles (celulosa amorfa). Esto puede
explicar los resultados los cudles indican
que al realizar la hidrélisis “mixta” se
obtuvo mayor concentracién de azucares,
de concentraciones 84,18 g/L y 82,94g/L,
correspondiente al tratamiento N° 7 (T,) y al
tratamiento N° 4 (T,) respectivamente.

Estos resultados son muy aceptables al
ser comparados con los estudios realizados
por Urbaneja et al. (1997) que reportan entre
5,2y 8,6 g/Lal hidrolizar la pulpa del “café”,
a los sefialados por Gonzales et al. (1986)
en la hidrélisis de la paja de “trigo” con
H,SO, al 2% con lo cual se obtuvieron 2,0
g/ L de azicares reductores en equivalentes
de glucosa y a los estudios realizados por
Bardales et al. (2009) al realizar diferentes
métodos de hidrolisis de la “peladilla” de
“espérrago” lo cual se obtuvo 7 g/L de
azucares reductores totales.

Conclusiones

La planta de Zea mays (Poaceae) “maiz
amarillo duro” sometida a hidrdlisis mixta
(métodos fisico-quimico) presenta buena
cantidad de ART lo cual puede utilizarse
como fuente de energia renovable en
procesos fermentativos para la produccién
de bioetanol y biomasa microbiana.
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