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RESUMEN

Se evaluo el efecto del pretratamiento de congelacion, alcalinidad y de ambos sobre
las caracteristicas micro estructurales y el rendimiento de obtencion de azUcares
reductores totales de la cascarilla de arroz (Oryza sativa L.) Durante el proceso de
hidrolisis con celulasa (E.C:3.2.1.4.). A la cascarilla de arroz homogénea sin y con
pretratamientos se hidrolizé con 150 U de Celulasa por cada gramo de residuo en
10 ml de acetato por 60 h, a 37 °C, pH 5.5 y a 100 rpm. Los resultados después de
los pretratamientos se obtuvieron que, el C3 contuvo un mayor % celulosa (62.51
0.3), menor % hemicelulosa (12.44 + 0.28) y aumento % lignina (24.72 + 0.14%).
Ademas, en el analisis de microscopia electrénica se observa mayor division, y
menor aglomeramiento observdndose una estructura en forma de red cristalina. Asi
mismo tuvo un mayor rendimiento en la obtencion de azucares reductores (673,84
MgarT/Qsustrato) Y UN mejor porcentaje de conversion de celulosa con un 97.01% a
comparacion de los pretratamientos. Concluyendo estadisticamente, que, si hay
diferencia significativa entre la relacion del rendimiento de obtencion de azlcares

reductores totales, caracteristicas microestructurales sobre los pretratamientos.

Palabras Clave: cascarilla de arroz, Congelacion, Pretratamiento alcalino,

Celulasa, Hidrolisis enzimatica.
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ABSTRACT

The effect of pre-treatment of freezing, alkalinity and both on the microstructural
characteristics and yield of total reducing sugars of rice husks (Oryza sativa L.) was
evaluated during the hydrolysis process with cellulase (EC: 3.2.1.4.). The
homogenous rice husk without and with pretreatments was hydrolyzed with 150 U
of Cellulase for each gram of residue in 10 ml of acetate for 60 h, at 37 ° C, pH 5.5
and at 100 rpm. The result after the pretreatments was obtained that, the C3
contained a higher% cellulose (62.51 £ 0.3), lower% hemicellulose (12.44 + 0.28)
and increase% lignin (24.72 £ 0.14%). Also, in the analysis of electron microscopy,
greater division is observed, and less agglomeration, observing a structure in the
form of a crystalline network. Likewise, it had a higher yield in obtaining reducing
sugars (673.84 mgART / gsubstrat) and a better percentage of cellulose conversion
with 97.01% compared to pretreatments. Concluding statistically, that if there is
significant difference between the ratios of the yield of obtaining total reducing

sugars, microstructural characteristics on the pretreatments.

Keywords: rice husk, Freezing, Alkaline pretreatment, Cellulase, Enzymatic
hydrolysis



INTRODUCCION

Estas dltimas épocas, nuestro planeta esta desafiando una escasez paulatina de
recursos energéticos, basados en su totalidad en combustibles fosiles no
renovables. Simultaneamente, la demanda mundial de energia se desarrolla cada
vez a un ritmo progresivo, originando con ello, la dependencia energética y la
economia a las naciones fabricantes de biocarburantes (IEA, 2010 y IPCC, 2011).
El Perd, no es ajeno a esta problematica mundial y las estadisticas actuales indican
que la fabricacion del crudo convencional del Peru se disminuye gradualmente
desde el afio 1980; habiéndose estimado, que desde el 2002 al 2012, la fabricacion
nacional se ha reducido en 27 mil barriles diarios (Perupetro, 2012). Es por ende
gue en el Peru con el transcurso de los afios nos encontraremos con una minima
cantidad de recurso energético, arriesgandose hacia una inferioridad energética
nunca antes imaginado y desarrollando una vulnerabilidad energética de nuestro

pais.

Frente a este escenario, la biotecnologia, ofrece alternativas tecnoldgicas que a
partir de la produccion de biomasa lignocelulésica se pueden obtener energias
verdes como el bioetanol, biodiesel y biogas. Para la produccién de primera
generacion del bioetanol se utilizan los almidones y azucares procedentes de maiz
y cafia de azlcar correspondientemente, estos son utilizados como una biomasa
que relativamente son costosas; por el contrario, en el manejo de biomasa de
segunda generacién, como son los residuos lignocelulésicos, que son renovables,
accesibles, abundantes y no perturban en la alimentacién humana (Almarsdottir et
al., 2012; Kootstra et al., 2009 y Alvira et al., 2010).

La biomasa lignocelulosica de segunda generacion esta constituida por lignina,
hemicelulosa y celulosa en una pared entramada de microfibrillas formando una
agrupacion entre la lignina y celuloso, ocasiona una dificil accesibilidad a las
enzimas para su transformacion a azucares fermentables (Echeverria et al., 2017).
Por este motivo estos residuos lignocelulésicos demandan un pretratamiento
(biolégico, mecéanico, quimico, etc.) ya qué asi la lignina se podra fragmentar y

posteriormente se podra reponer la celulosa que seguidamente a través de un



proceso de hidrolisis enzimatico se obtendra azucares fermentables (Echeverria et
al., 2017).

Ante esta problematica descrita, se origina la busqueda de nuevas opciones para
la produccién de energias verdes, las que convienen estar encaminadas a los
residuos lignoceluldsicos, principalmente los que son de gran cantidad en nuestra
regién y que se encuentren como una biomasa de residuos (Barrena, 2009 y Avella,
2009). En el Pera teniendo en cuenta la gran cantidad de biomasa agroindustrial
producida; la cascarilla de arroz en el 2017 ha generado cerca de 3 millones 44,9
mil Toneladas métricas, lo que le coloca en el segundo cereal mas consumido de
nuestro pais después del maiz segun el Ministerio de Agricultura y Riego, (2017).
Este residuo lignocelulésico representa una gran cantidad, que a su vez tiene un
pequefio aporte para el beneficio del planeta, porque la mayor parte es quemada o

tirada, generando asi un deterioro al medio ambiente.

Por esta razon la utilizacion de la cdscara de arroz es importante porque posee un
elevado potencial en la fabricacion de biocombustibles; especialmente por su
composicién quimica que hace ser un buen recurso para la produccion de energias
verdes. Que dentro de los rangos obtenidos de la cascarilla de arroz a nivel
internacional la lignina posee entre los (18,20% - 24,60%), la hemicelulosa (18,10%
- 27,06%) y celulosa (25,89% - 39,05%) (Huaraz C. 2013). Esto hace que la
convierta en una biomasa principal para la obtencion de bioetanol, sin embargo
para obtener este producto es inevitable ejecutar un pretratamiento por el motivo
que posee un contenido de lignina y hemicelulosa que puede producir inhibidores
o alguna barrera en la fabricacion de bioetanol ademas de contar con un alto
contenido de celulosa, ya que esto genera una maximizacién en la hidrdlisis
enzimatica y por consiguiente se consigue un aumento en el rendimiento directo

de los azucares reductores para finalmente obtener etanol de segunda generacion.
De acuerdo a las investigaciones que se realizaron se tiene lo siguiente:

Ji et al., (2016) Investigaron distintos métodos de fraccionamiento mecéanico para
obtener muestras de mazorca de maiz, en otros términos, a nivel planta (>1 mm),

de (500 a 100 micras) nivel tejido y también de (50 a 30 micras) nivel celular; en el



cual analizaron sus caracteristicas microestructurales como también la hidrélisis
enzimatica. Dentro de sus resultados en la hidrélisis enzimatica y caracteristicas
microestructurales a un nivel planta y de tejido vegetal, no se percibe un cambio
significativo. Por el contrario, en el nivel celular presentaron algunas propiedades
especificas como una ampliacion en el area superficial, también una fracturacion
cristalina de la celulasa, ademas de un elevado contenido de polisacéaridos en la
parte superior y ligadura de ellos; lo cual optimizé la digestibilidad enzimatica en un
98.3% de transformacion de celulosa a glucosa.

Chang et al., (2010) realizaron un estudio sobre la conversion enzimatica con
pretratamiento por congelacion de paja de arroz; investigaron que el pretratamiento
por congelacion aumenta elocuentemente la digestibilidad enzimética del 48% al
84% de la céscara de arroz. De acuerdo con el efecto, de la paja de arroz
hidrolizada con 100 U de xilanasa y celulasa 150 U sin pretratamiento produjeron
93.84 gKg'y 226.77 gKg* de Azlcares fermentables. No obstante, el rendimiento
de ART del pretratamiento por congelado con las mismas condiciones fue de
417.27 gKgty 138.77 gKg* de sustrato proporcionalmente. Asimismo, la obtencién
de mayor contenido de glucosa es de 371.9 Kg* de paja de arroz seca durante la
hidrélisis con pretratamiento. Indicando que la congelacion como pretratamiento es

eficaz para el proceso de hidrélisis y cuenta con un bajo impacto ambiental.

Echeverria C. et al., (2017). Determinaron el efecto de la congelacién, acidificacion
y de ambos pretratamientos en la mazorca de maiz (Zea mays L.) y la hidrélisis
enzimatica en sus componentes lignocelulésicos y caracteristicas
macroestructurales. La fibra de mazorca se congel6 a -20 °C por 12 h con un
tampon de acetato de sodio; acido sulfurico 0.25 M y también se pretrato por ambos
pretratamientos. Resultando que el pretratamiento de ambos obtuvo mayor
contenido de celulosa y lignina, ademas de menor hemicelulosa. Ademas, en el
analisis de microscopia Optica del pretratamiento de ambos y el de la muestra sin
pretratamiento, se observdé mas particionadas, menos aglomerados notando un
tejido cristalino. Concluyendo que la mayor concentracion de glucosa fue adquirida
por el pretramiento de acidificacién y congelacion en la mazorca de maiz (Zea mays
L.).



Chico H. & Sandoval D. (2015). Investigaron la proporcion enzimatica de [-
glucosidasa y celulasa para la produccién azucares reductores totales o también
conocido como ART desde la cascarilla de arroz. En el cual se aplicO un
pretratamiento de NaOH al 8% por 85 min y a 121°C, donde se pudo eliminar
66.55% de lignina de la muestra inicial. Ademas, las proporciones enzimaticas se
plantearon manipulando un DCCR, donde la celulasa (1-5%) es el primer factor y
la B-glucosidasa (0.2 — 0.6%) es el segundo, por un plazo de 48 h. concluyendo que
las concentraciones de glucosidasa 0.2% y celulosa al 5%, se determin6 17.146 g/L
de ART mas elevadas que las demas y por ultimo se ejecutd una fermentacién para

obtener bioetanol.

Bardales C.; Rojas C. & Ledn C. (2015). Evaluaron los importantes residuos
lignoceluldsicos en La Libertad, con la finalidad de establecer su potencial como
biomasa para la fabricacion de bioetanol de segunda generacion. Procediendo a
establecer, ubicar y posteriormente determinar su potencialidad para la produccion
de bioetanol a través de la determinacion de ART, para posteriormente analizar en
una hidrélisis quimica, fisica y fisicoquimica, manejando agua destilada, acido
sulfurico e hidroxido de sodio al 1.25% en una proporcion particula solvente 1:10.
Concluyeron, que la provincia de VirQ, es la que genera la mayor cantidad de
residuos lignocelulésicos como son; mazorca de “maiz amarillo duro”, la hoja de

“cafa de azucar”, coronta de “maiz” y cascarilla de “arroz”.

Cérdoba M., & Molina M., (2014). Tuvieron como objetivo establecer las
proporciones de celobiasa, celulasa y del NaOH en el rastrojo de pifia (Ananas
Comusus, variedad MD2). Se le ejecutaron diferentes proporciones de NaOH y
distintos tiempos hallandose que el resultado mas elevado le pertenece al tiempo
de 25 min. De las muestras resultantes con NaOH al 1% y 1.25% (m/v); la
proporcion de la hidrolisis con celulasa comprende de 20, 15y 10 FPU/g entre 9:1,
7:1y 5:1 de celobiasa (v:v), proporcionalmente no encontraron significancia sobre
las proporciones del NaOH y en cuanto a la celobiasa/celulasa, por ende se
concluye que la proporcion de NaOH al 1% vy la relacion de enzima al 7:1, teniendo

logros de la produccion de etanol al 1.87% viv.



Nifio et al., (2013). Investigaron la diferencia entre las reacciones quimicas del
H,0,, H,S0, y NaOH; estableciendo parametros de respuesta en ART
posteriormente del proceso de hidrolisis enzimatico a residuos de yuca y el % de
lignina eliminada después de las reacciones quimicas. La biomasa utilizada (1 y
5%) a particulas de (1.18 y 0.6 mm) se pretrato aislado (hojas y tallos), estos se
hidrolizan con accellerase 1500. En conclusion, el NaOH permitié6 una elevada
obtencién de ART con un (3.7 g/L) en hojas, H,0, (1.54 g/L) y H,S0, (2,11g/L); en

las demas partes se obtuvo concentraciones bajas de ART.

Lopez et al., (2009) Optimizaron la produccion de ART generados por el aserrin de
pino, para este aprovechamiento se examinaron pretratamientos como la explosion
de vapor a °T de autoclave, acido y alcalino; encontrando que a 120 °C el hidréxido
de sodio brinda excelente producciéon de ART a comparacion de los demas.
Ademas, manifiesta que la produccion excelente de ART con 48%, le pertenece al
pretratamiento con un 8% de hidroxido de sodio por 85 min., 4.5 pH y una
concentracion enzimatica de 25 UPF/g. concluyendo que el pretratamiento alcalino
es el que origina los rendimientos mas altos de azlcares reductores totales,
desarrollando una obtencion a partir del aserrin de pino a etanol para la industria

automotriz.



MARCO TEORICO

Por otra parte, la cascarilla de arroz es una fibra vegetal pequefia que cubre
naturalmente el arroz para aislarla del entorno, asimismo est4 compuesta por un
alto contenidos de silice y celulosa que brindan un perfecto beneficio como recurso
energético (Valverde et al., 2007). Ademas, segun Chico H. & Sandoval D. (2015)
nos indica que es un subproducto de la agroindustria arrocera que empieza con la
etapa de recoleccion y secado del arroz céscara, que posteriormente seran
enviados a los molinos, donde aqui se deriva a la desinfeccion y seleccién del
grano, para posteriormente ser procesado en una cadena de maquinarias que
cuentan con el propdsito, primeramente, de extraer la cascara, para finalmente
pasar por un raspado y cepillado. En este penultimo proceso se consigue un

producto secundario nombrado como céscara de arroz o cascarilla de arroz.

En consecuencia, de esto, el porcentaje de residuos obtenidos del arroz son
abundantes. Segun Huaraz C. (2013), sefiala que la especie que se cultiva
mayormente en el Peru es la “Oryza Sativa”, teniendo como residuo principal la
cascarilla de arroz con un 20 - 22%, polvillo 5 — 7%, Nielen 0.7 — 1%, arrocillo 1 —

2% y grano de arroz 68 — 73%.

Segun el INIA, (2012) “Instituto Nacional de Investigacion Agraria”, las primordiales
variedades que son sembradas en los valles arroceros del Perd son un aproximado
de 30 variedades y la gran parte se producen del PIA-Perd (Programa de
Investigaciones en Arroz-Peru). Las variedades de arroz que se cultivan en nuestro
pais son las siguientes: Oro, santana, R43, costa norte, Sican, INIA 502 — Pitipo,
INIA 508 — Tinajones, INIA 510 — Mallares, todas estas variedades en Derecho
publico, asi también hay en Derecho privado que son las variedades: Urpi, NIR -5,
NIR-6.

Por otro lado, la produccion internacional de arroz segun la FAO (2017), nos
muestra que en el continente asiatico se ha concentrado la mayor produccion
mundial de arroz con 682.1 millones de toneladas; seguido de africa con 31.1 mill
de toneladas; en América del sur 25.5 mill de toneladas; América del norte con 8.1



mill de toneladas; Europa con 4.1 mill de toneladas, América central con 2.9 mill de

toneladas y Oceania con un 0.8 mill de toneladas.

Ademas, en la produccion nacional segun Huaraz C. (2013), la consecuencia de
las arroceras, es la generacion de altos volumenes de biomasa lignocelulésica, y
esta en aumento; por otra parte, el estado peruano radica en amplificar el cultivo y
en consecuencia se elevaran la obtencion de arroz. Ademas, segun el Ministerio de
Agricultura y Riego (2017), nos indica que estamos incrementando la produccion
de arroz en el Peru, ya que en el 2016 se produjo 3, 166, 000 Ton y en el 2017 se
produjo 3, 045,000 Ton. De acuerdo a Huaraz C. (2013) nos indica que el 20% es
cascarilla, por ende, en el 2016 se gener6 633 200 ton y en el 2017 se gener6 609

000 ton de cascarilla de arroz.

Dado la significancia de produccion y acopio, ocurren diversos ensayos hacia la
utilizaciéon de cascara de arroz en distintas areas y con otros métodos, para
conseguir que la materia prima se maneje de modo inmediato y directo o pasando
por fases previas que posibiliten el uso posterior del material pre tratado. Segun
Abelardo & Caroll, (2010). Las préacticas mas selectas son: Obtencién de etanol por
via fermentativa; Tostado para uso como sustrato en el cultivo de flores; Generacion
de energia (ladrilleras, secado de arroz y cereales); Combustién controlada para
uso como sustrato en cultivos hidroponicos; Obtencidon de concreto, cemento y
ceramicas; Aprovechamiento de la cascarilla de arroz en compostaje y como lecho
filtrante para aguas residuales; Obtencion de materiales adsorbentes; Fuente de
sustancias quimicas (carboximetilcelulosa de sodio, dioxido de Sio2, Nitruro de
silicio, furtural); Produccién de aglomerados (tableros); Material aislante en
construccion; Cama en avicultura, porcicultura y en transporte de ganado y Ceniza

en cultivo (frutas)

También es necesario conocer que segun Coérdoba M. & Molina M. (2014), los
materiales lignocelulésicos son un recurso opcional que se apuntan a no mostrar
inconvenientes como los componentes de almidén que son utilizables para

elevadas producciones; ademas estos en su estructura estan conformadas por



celulosa, hemicelulosa y lignina. Esta hemicelulosa y celulosa a través de la
aplicacion de enzimas se logran convertir en azlUcares fermentables o también

conocidos como ART.

Asimismo, para Chico H. & Sandoval D. (2015), uno de los materiales
lignoceluldsicos en abundancia en el Peru es la cascara de arroz que presenta una
estructura de (15 al 20%) hemicelulosa, (15 al 20%) lignina y (35 al 40%) de
celulosa, por lo que es considerado una biomasa adecuada en la obtencion de ART
para la fabricacion de etanol, dado la disponibilidad y asequibilidad. Y también para
Valverde, (2012) deduce que los parametros derivados de la investigacion a nivel
mundial pertenecen a que la lignina se conforma de (18.20 — 24.60%), celulosa
(25.89 — 39.05%) y hemicelulosa (18.10% — 27.06%) de la cascarilla de arroz o

cascara de arroz.

La celulosa C¢H,,0s, es el constituyente principal de la biomasa lignocelulésica,
gue consiste en una cadena lineal de D-glucosa unida por enlaces (-(1,4)-
glicosidicos entre si. Estas cepas de celulosa se relacionan juntas para producir
fibrillas de celulosa que estan unidas por un nimero de moléculas intermoleculares
por enlaces de hidrégeno (Li et al., 2010). Por lo tanto, la celulosa es insoluble en

el H,0 y en la totalidad de las soluciones organicos (Swatloski et al., 2002).

La hemicelulosa CsHgO,, se localizan en las paredes celulares secundarias, son
biopolimeros ramificados heterogéneos que contienen pentosas (B-Dxylose, a-L-
arabinosa), hexosas (B-D-manosa, B-D-glucosa, a-D galactosa) y / o acidos
urgonicos  (a-D-glucurdnico, a-D-4-O-metilgalacturénico) y &acidos a-D-
galacturdnicos) (Girio et al., 2010). Ellos son relativamente faciles de hidrolizar
debido a su amorfo y ramificada estructura (con cadena lateral corta), asi como su
menor peso molecular (Li et al., 2010). Las hemicelulosas son relativamente
sensibles al movimiento condicién, en consecuencia, los parametros tales como
retencién el tiempo y temperatura debe ser controlado para impedir la formacién de
indeseados tales como furfurales e hidroximetil furfurales que mas tarde inhibe el

proceso de fermentacion (Palmqvist E. & Hahn B., 2000)



La lignina [CoH,,05 (OCH3)0.9 — 1.7]" es un polimero tridimensional aromatico
sintetizado a partir de precursores de fenilpropanoides. El principal quimico con
unidades de fenilpropano que consisten principalmente en siringilo, guaiacilo y p-
hidroxifenol, estos estdn unidos por un conjunto de vinculos para hacer una matriz

complicada, rigida estructuralmente por endurecimiento. (Demirbas A., 2008)

Las caracteristicas microestructurales segun Askeland, D. & Fulay P., (2010).
Definieron el nivel de organizacion interna que permite distinguir detalles
estructurales a una escala microscopica que se le conoce como “microestructura”
observables a través de una microscopia optica o electrénica de barrido etc., con
un margen de resolucion: 1 a 100 micras. Segun Abanto et al. (2015), la
observacion microscopica accede al calculo de la superficie proyectada de la
particula y a la vez se realiza una valoracién a sus 2 formas dimensionales.
Normalmente la tercera dimension se considera soOlo si se cuenta con un
microscopio de barrido eléctrico. De esta manera se logra percibir una dimension
minima de 0.001 um. Ademas, es una técnica perfecta para ver el tamafio de la
particula directamente, lo que le permite juzgar la correlacién de dispersiones.

Los azUcares reductores totales para Chico H. & Sandoval D. (2015) los azucares
reductores totales o también llamados ART se nombran sisteméaticamente azlcares
a polisacaridos, disacaridos y monosacaridos, estos habitualmente poseen una
sensacion dulce, sin embargo, en generalizaciones se entiende a cualquier hidrato
de carbono; ya que estan constituidos unicamente de hidrégeno, oxigeno y
carbono. Ademas, nos menciona que los azucares reductores son aquellos
azucares que cuentan con un intacto (grado funcional), y que cuenten con un

equilibrio con otras especies.

Los pretratamientos de los residuos lignoceluldsicos segun Chico H. & Sandoval D.
(2015) describieron que el proposito del pretratamiento se basa en la ejecucion de
una previa preparaciéon a los residuos, por medio de reacciones quimicas,
ejecuciones fisicas y mecanicas, asi elevamos la produccion de hidrdlisis en la

cascarilla de arroz.



Para Salazar et al., (2010) mencionan que los pretratamientos correctos de los
residuos agroindustriales se logran percibiendo 4 fases que se puede apreciar
mediante el analisis microscopico: Desplazamiento / remocion del cubrimiento de
la lignina; Deja al manifiesto / remocion de la hemicelulosa; Reduccién / eliminacion
de la cristalizacion de los fragmentos de celulosa y Aumento de porosidad en los

materiales.

El objetivo del pretratamiento fisico como molienda, astillado, congelacién,
radiacion es extender el espacio de superficie y reducir el tamafio de particula de
los residuos lignocelulésicos (Harun et al., 2012). Por otra parte, conduce a reducir
el nivel de polimerizacion y descristalizacién de la materia prima (Mood et al., 2013).

Por consiguiente, el pretratamiento de congelacién es un enfoque novedoso
desarrollado recientemente para el pretratamiento fisico de biomasa y se ha
encontrado que aumenta elocuentemente la digestibilidad de la enzima. A pesar
del alto costo involucrado y de que solo unos pocos estudios han llevado a cabo
usando este pretratamiento hasta el momento, sus caracteristicas Unicas, es decir,
menor impacto ambiental negativo, aplicacion de menos productos quimicos
peligrosos y de alta eficacia han atraido a una gran oferta de atencién (Chang et
al., 2011).

Por otro lado, el pretratamiento alcalino se utiliza para la eliminacién de lignina,
grupos acetilos y diferentes sustituciones de &cido urénico que inhiben la
accesibilidad de celulosa, estos son las ventajas mas cruciales de este
pretratamiento (Li X., Kim T. & Nghiem N. 2010). Ademas, la solubilizacion de
hemicelulosas y celulosa en este método es menor que en los procesos acidos o
hidrotermales (Carvalheiro F., Duarte L. & Girio F. 2008). Ademas, este método es
conocido por causar hinchazén quimica de fibra celulosa (Mosier et al., 2005)
(Chang M. 2000), en la que ocurren reacciones de saponificacion y salvacion que
conducen a la interrupcion de los enlaces cruzados entre las hemicelulosas y los
otros componentes, por lo tanto, aumentando la porosidad de biomasa (Sun y
Cheng 2002).
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Y finalmente el pretratamiento fisico quimico segun Sanchez O., & Cardona C.,
(2005) nos informa que se caracterizan porgue son una combinacion de la accion
hidrolitica de radicales acidos con procesos de descompresion instantanea que
causa la ruptura de la estructura del material lignocelulésico. También, para Mood
et al., (2013) indicaron que varios meéetodos de pretratamiento poseen unos
inconvenientes que limitan sus aplicaciones. Pero estos pretratamientos
combinados se han apreciado recién como una perspectiva prometedora para
sobresalir este desafio, aumentando la eficacia de produccion de azlcar,
disminuyendo la formacién de inhibidores y acortamiento tiempo de procesamiento.
Estos resultados colectivamente resultaran en un mayor bioetanol rendimiento y un

proceso mas econémico.

En el proceso de hidrdlisis el fundamento es la inversiéon de celulosa a glucosa, que
se transforman utilizando procesos enzimaticos o como quimicos. En la actualidad
una nueva eleccién en nuestra actualidad es el empleo de enzimas que estan
preparados para hidrolizar celulosa y transforman la glucosa a etanol (Almenares
et al., 2011).

El proceso utilizado en la siguiente investigacion fue la hidrélisis enzimatica que
segun Alvira & Tomas P, (2010), es una de las estrategias para la elaboracién de
jarabes fermentables a partir de polisacaridos complejos como la celulosa vy el
almiddn. De acuerdo a Ovando S., y Waliszewski, K. (2005), este proceso se logra
a través del manejo de celulosas de la cual son especificas. Demostrando un
resultado obteniendo ART, conteniendo la glucosa. Estas celulasas son un conjunto
de varias enzimas, la 3-1,4-glucosidasa; la endo- 3-1,4-glucanasa y la exo- 13-
1,4glucanasa. Ademas, para Chico H. y Sandoval D. (2015), el costo de
aprovechamiento de esta, en la hidrdlisis es econdmico a diferencia de la hidrolisis
acida ya que se trabaja a 4.8 de pH y entre 40 y 50°C y no cuenta inconvenientes

de corrosion.

La enzima celulasa (EC.3.2.1.4), de acuerdo a Zegarra R. (2000), estas hidrolizan

3 (1, 4) glucano en una pared de celulosa, degradando a unas moléculas de
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glucosa. Esta no es una enzima separada, excepto que cuenta con un sistema
enzimatico que posee por lo menos 3 actividades. El componente de los sistemas
celulolicos se alejan continuamente en moléculas de azucar iniciando por la 3 (1,4)
glucano y las de tipo endo que operan sin distincion sobre los enlaces glicosidicos
3 (1,4). La tercera y ultima se diferencia por un sistema celulitico la celobiasa por
lo que se nombra B (1 - 4) dimerasa o celobiasa. En estos sistemas el pH varia

entre 6 y 4 por lo general.

Sus usos de la celulosa y sus resultantes son los materiales esenciales en la
industria. Esta celulosa bacteriana es un material encantador para diferentes
aplicaciones, los cuales varian segun las propiedades que tengan (Dumitriu, 2004;
Higson, 2011). En las industrias se usan para la industria del papel, medicina,

farmacéutica, alimentacion, cosmeético, entre otras (Chawla et al., 2009).

Por consiguiente, se formulé el siguiente problema: ¢Cual es el efecto del
pretratamiento alcalino, congelacion y de ambos sobre las caracteristicas
microestructurales y el rendimiento de obtencion de azUcares reductores totales de
la cascarilla de arroz (Oryza sativa |.) durante el proceso de hidroélisis con celulasa
(EC:3?2.1.4)7

La propuesta de este proyecto es manejar fuentes lignocelulésicas de facil acceso
a su produccién y elevada recepcion, como la cascarilla de arroz en el Perd; para
incrementar el rendimiento de la hidrélisis enzimatica con celulosa que se requiere
de previos pretratamientos para que posteriormente por un proceso de
fermentacion lleven a obtener productos utilizables como el biocombustible o
energias verdes de segunda generacion (el bioetanol) y ademas como una materia
prima de provecho industrial.

Ademas, se busca que las fuentes lignocelulésicas obtenidas de la agroindustria
consiguen ser apreciadas como una biomasa. Ya que las obtenciones de este tipo
de biomasa se ubican en sitios bastante definidos, y su acopio consigue provocar
consecuencias de deterioro del medio ambiente y contaminacion. También esta
biomasa se convierte en una opcion para minimizar las emisiones de dioxido de

carbono y asimismo es amigable con el ambiente.
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La disponibilidad de esta fuente lignocelul6sica como una biomasa de subproductos
del sector agroindustrial cerciora un material médico y abundante, considerando
que €l % de biomasa originados estd en aumento, se opté por el interés del
incremento del rendimiento de la hidrélisis enzimética con celulasa a través de
previos pretratamientos para el aprovechamiento de la cascara de arroz y luego ser

usado como una nueva fuente de energia para nuestro pais.

Se plante6 como objetivo general: Evaluar el efecto del pretratamiento alcalino,
congelacion y de ambos sobre las caracteristicas microestructurales y el
rendimiento de obtencidn de azucares reductores totales de la cascarilla de arroz

(Oryza sativa L.) durante el proceso de hidrélisis con celulasa (E.C:3.2.1.4.).

Asi mismo se planted los siguientes objetivos especificos: Determinar la
caracterizacion quimica como: pH, humedad y cenizas de la cascarilla de arroz
(Oryza sativa l.); Determinar la concentracion de componentes lignoceluldsicos de
la cascarilla de arroz, antes y después del pretratamiento alcalino, congelacion y de
ambos; Comparar las caracteristicas microestructurales de la cascarilla de arroz
(Oryza sativa 1.) antes y después del pretratamiento alcalino, congelacién y de
ambos; Determinar los azlcares reductores totales producidos después del
proceso de hidrélisis con celulasa (E.C:3.2.1.4.) a partir de la cascarilla de arroz
(Oryza sativa I.) y Determinar el efecto del pretratamiento alcalino, congelacién y
de ambos sobre las caracteristicas microestructurales y el rendimiento de obtencion
de azucares reductores totales de la cascarilla de arroz (Oryza sativa |.) durante el
proceso de hidrodlisis con celulasa (E.C:3.2.1.4.). Como hipoétesis tenemos, que el
efecto de la combinacidn del pretratamiento alcalino y congelacion tendran notables
caracteristicas microestructurales y un mayor rendimiento de obtencién de
azucares reductores totales de la cascarilla de arroz (Oryza sativa |.) durante el

proceso de hidrdlisis con celulasa (E.C: 3.2.1.4.).
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METODOLOGIA

3.1. Tipoy disefio de investigacion

El tipo de disefio de investigacion es experimental

2.1.1. Disefio de investigacion

Para La cascarilla de arroz homogénea fue pretratada segin se muestra en

el siguiente esquema experimental expuesto a continuacion:

Cascarilla de arroz
(Oryza sativa L.)
Secado, molienda y
tamizado
v" Humedad
Co v' Cenizas
="
Pretratamiento
Sin Congelacion NaOH 8% NaOH 8% (w/v); a 121 °C
pretratamiento por12ha (wiv); 121 °C por 85 minutos y congelacion
control -20°C por 85 min. por 12 ha-20 °C.
Co Ci C2 Cs
v’ Caracteristicas microestructurales
P i v Componentes lignocelulésicos
: LEYENDA: g
. nomogenea ! enzimatica cascarilla de arroz en 5.5 pH a
. Cu! Cascarillade Arroz | 379C - 100
i homogenea congelado ! —pm.
i Cz: Cascarilla de Arroz : L y
| homogénea 4cido | {\/ Rendimiento de obtencién de
| Ca: Cascarillade Arroz | AzUcares reductores
i homogénea 4cido- :
| congelado i Glucosa
(g/L)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 1 Disefio de los diferentes pretratamientos en la obtencion de ART en la cascarilla
de arroz.

14



En la anterior figura 1., se representa un disefio para determinar el efecto de los
diferentes pretratamientos en las caracteristicas microestructurales y, asi mismo, el
rendimiento de la produccién de azUcares reductores totales después de la
hidrolisis enzimatica con la enzima celulosa, Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, EE.
UU); ademas de compararlos con la muestra patrén y otras investigaciones de su

semejanza.

3.2. Operacionalizacion de variables

Variable independiente

e Pretratamientos

Variables dependientes

e Caracteristicas microestructurales

e Rendimiento de obtencidn de azlcares reductores totales (ART)

Variable interviniente

e Componentes lignocelulésicos
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Tabla 1. Operacionalizacion de las variables de investigacion.

Variables Dimensiones Definicion conceptual Definicién operacional Indicadores Ensectilggr?
Los rpedlos alcalinos e_Ilmlnan_ la lignina, Se utiliz6 el NaOH al 8% por 85
ademas producen un hinchamiento de la | _: o -
) - L min a 121°C en una proporcion L
Alcalino biomasa, también una declinacién de la 1:10 (w/v); para posteriormente NaOH al 8% por | Cualitativo
cristalizacion y dispersién de la estructura | ;7 . 7’ P P 85 min. a 121 °C | nominal
i o el solido separar para poder
entre la hemicelulosa y lignina (Chang et al., filtrar v secar
2000). y '
@ @ Se preparé en una proporcion
= = Pretratamiento fisico que aumenta la | de 200mg de Co/5ml de acetato
% -%’ digestibilidad de la enzima. A pesar del alto | de sodio por 1hy posteriormente Cualitativo
S S Congelacion | costo involucrado, teniendo un menor | se congelé a -10°C por 24h. Y | -10 °C por 24 h nominal
S s impacto ambiental negativo y una alta | por Ultimo se secé a 60°C por
© o eficacia (Chang et al., 2011). 12h.
= o
, - Primeramente, se hidrolizo con
Segun Mood et al., (2013), nos indica que los . o
: . NaOH al 8% por 85 mina 121 °C
: pretratamientos combinados aumentan la . NaOH al 8% por L
Alcalino y eficiencia del azucar producido, también y posteriormente se congelo a - 85 min.al121°C Cualitativo
congelacion disminuye la formacion de inhibidores y %Ict)réc 532624 h'y por ultimo se y-20°Cporl2h nominal
acortan el tiempo de procesamiento. y '
- Segun Abanto et al., (2015), la observaciéon | Los cambios microestructurales
S microscopica accede al calculo de la | para las muestras pretratadas
© Caracteristicas superficie proyectada de la particula y | se observaron por un | Presencia: Cuantitativo
o microestructurales | manejando este método puede obtener una | microscopio electrénico por el | Anchura en mm | por razon
§' " dimension tan reducido como 0.001 pm. método de Verdugo J. (2017).
()

Fuente: Elaboracion propia
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Se cuantific6 cada muestra
pretratada por un tiempo de 12h

debido a su amorfo y ramificado estructura (Li
et al., 2010).

holocelulosa se puede obtener
la hemicelulosa.

Rendimiento de | De acuerdo a Chico H. & Sandoval D. (2015) durante  60h  del  hidrolisis
obtencion de | son aquellos azucares que cuentan con un usando el método de 3.5 cido mg Glucosa Cuantitativo
azucares reductores intac_to (grupo funcional) y estan compuestos Dinitrosalicilico (DNS). para| 9 de Sustrato | por razon
totales de hidratos de carbono. posteriormente transformarlos
en glucosa (g/L).
Es el constituyente principal de la biomasa | Para determinar la celulosa se
Celulosa lignocelulésicos, que es un polisacarido de | utilizd la norma ANSI/ASTM % Celulosa Cuantitativo
cadena lineal unida por enlaces B - (1,4) — | (American National Standatds por razén
§ glicosidicos entre si (Li et al., 2010). Institute, 1997).
” @ Es un polimero tridimensional sintetizado o —_
Q 2 aromatico a partir de precursores de Se determinG la lignina por el
= = | i : . . . método TAPPI 222 (American | ,, . . Cuantitativo
@ 8 lignina fenilpropanoides, que estan unidos para National Standatds  Institute % Lignina or razén
£ e hacer una matriz complicada y rigida 1997) ’ P
E 2 (Demirbas A., 2008). '
-~ [7)] H . 7
£ 3 Son biopolimeros ramificados heterogéneos Primero se determino . la
3 ue contienen pentosas, hexosas o acidos; holocelulosa por  (Browming,
c . q ., pe 1o .-~ 11967); y posteriormente por . Cuantitativo
o Hemicelulosa | ademas son relativamente facil de hidrolizar | *;: : % Hemicelulosa .
g— diferencia del % de celulosa y la por razon
@]
@)

Fuente: Elaboracion propia
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3.3. Poblacion y muestra

3.4.

Poblacién

La Republica (2017), nos indica que en nuestro departamento de La Libertad.
Las estadisticas de la Oficina de Informacion Agraria de la Gerencia Regional
de Agricultura, manifestaron que La Libertad ha ocupado un cuarto lugar en
la produccién de arroz, posteriormente de San Martin, Piura y Lambayeque.

Consecutivamente La Libertad consigui6 una produccién de 206,857
toneladas, siendo las provincias de Chepén (97,768 t) y Pacasmayo (92,381
t) las de mayor produccién. A comparacion con el 2016 hubo una pequefia

produccion por el fendbmeno que nos acontecié en el 2017.

Muestra

Se utilizé un kilogramo de una sola variedad de arroz cascara (Oryza sativa
l.), las cuales fueron adquiridas de una arrocera “San Francisco” ubicado en
La Libertad, distrito de huanchaco; con un muestreo al azar, en un estado de
residuo arrocero y ademas de que esta muestra no cuente con presencia de

plaga alguna u otras particulas que no sean nuestra materia prima.

Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos, validez y confiabilidad

2.4.1 Técnicas de recoleccion de datos

a) Analisis de caracterizacion de la materia prima
» Humedad a través del método de AOAC 7003, 1980. (Ver anexo
1)
» Cenizas segun el método AOAC 923.03, 2005. (Ver anexo 2)
= pH mediante el método potenciémetro AOAC 981.12, 2000 (Ver
anexo 4)
» Celulosa por la norma (ANSTI/ASTM, 1977). (Ver anexo 6)
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» Holocelulosa por el método de (Browning, 1967) y por diferencia
con la celulosa se podra determinar la hemicelulosa. (Ver anexo
5)

= lignina se determind por el método de (American National
Standards Institute, 1977). (Ver anexo 7)

b) Analisis de los pretratamientos

= Determinacion del pretratamiento fisico segun la metodologia
descrita por Chang et al (2010). (Ver anexo 10)

= Determinacion del pretratamiento quimico segun la metodologia
de Lopez et al., (2009). (Ver anexo 10)

» Determinacion del pretratamiento fisicoquimico por la
combinacion de pretratamientos antes mencionados. (Ver anexo
10)

c) Andlisis de caracteristicas microestructurales
» Segun la metodologia descrita por Verdugo J. (2017). (Ver anexo
3)

d) Hidrolisis enziméatica
» Segun la metodologia descrita por Chang et al (2010) y Baadhe
et al., (2014). (Ver anexo 10)

e) Determinacion del rendimiento de azucares reductores totales
a. Obtencion de azucares reductores totales
= Determinacién por el método de 3.5 Acido Dinitrosalicilico
(DNS) descrito por Miller (1959). (Ver anexo 8)
b. Determinacion de celulosa a glucosa
= Determinacion por el método de Dussan et al., (2014) (Ver

anexo 9)
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3.5.

Procedimiento

Ah este residuo lignocelulésico deshidratado se ejecuto el estudio de Azucar
reductores totales (ART) por el método de DNS, para contar con una data
inicial lamada muestra control de manera que no intervenga en el efecto de

la etapa hidrolitica.

Materia Prima

Seleccion y clasificacién

Molienda

Tamizado

Pretramiento

Hidrélisis Enzimatica

Centrifugado

Azlcares Fermentables

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2 Flujograma de la obtencion de ART de la cascarilla de arroz.
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Descripcion del proceso experimental

a)

b)

d)

Materia prima:
Se manej6 la variedad NIR-I de la cascarilla de arroz procedente de la costa
Libertefia (La Libertad, PerQ) en la ejecucion de esta investigacion.

Seleccion y clasificacion de la materia prima:
Se ejecuto una clasificacion con el fin de comprobar que la biomasa procedente,

no cuente con ninguna presencia de particulas extrafias y hongos.

Molienda:
La materia prima seca fue molida en un molino manual Bach (Corona, Peru),

para conseguir particulas finas homogéneas.

Tamizado:

Con el fin de lograr particulas mas finas homogéneas se tamizo con un tamiz N°
60 (U.S.A. Standrd Test Sieve, EE.UU.), con una particula de 0.250 mm; donde
se disuelve sin dificultades con agua y permitid en el hidrélisis una mayor

superficie de contacto.

Pretramiento:

En este proceso se someti6 a la cascarilla de arroz ya homogénea a diferentes
pretratamientos. A situaciones de altas temperaturas como la reaccion quimica
de NaOH al 8% (w/v) a 121 °C por 85 min. En una proporcion de 1:10 (g de
sustrato/ml de la solucidén alcalina). Y ademas a bajas temperatura como la
congelacion (Indurama CI- 409, Pert) por 12h a -20°C y por dltimo a la
combinacion de ambos pretratamientos iniciando con el pretratamiento alcalino

y seguidamente el de congelacion.
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f)

¢))

h)

Hidrolisis enzimética:

La hidrdlisis se trabajé a una concentracion de [150 U de celulasa Aspergillus
niger (Sigma-Aldrich, EE.UU.)] / [g de cascarilla de arroz en 10 ml de 50 mM en
un medio de acetato de sodio], entre los parametros de 5.5 de pH y 37 °C de
Temperatura determinados por los investigadores anteriores; en un orbital
(Shaker, BS-GS-30) a 100 rpm por 60 horas (Chang et al., 2010 y Baadhe et al.,
2014).

Filtrado:
Se filtr6 el sobrenadante para disminuir el total de sélidos de nuestra muestra.

Centrifugado:
De los pretratamientos se tomaron los sobrenadantes filtrados y se llevaron a
centrifugar a una velocidad de 4800 rpm por 15 minutos.

3.6. Métodos de analisis de datos

Se trabajé con el modelo lineal general ANOVA (Andlisis de varianza) con
una significancia del 95% con un valor p de diferencia significancia de
(p<0.05) para la caracterizacibn microestructurales y el rendimiento de
obtenciébn de azucares reductores totales, para evaluar el efecto de

diferencias significativas entre los pretratamientos.

Si en el ANOVA se encuentra diferencia significativa de (p<0.05) para cada
resultado, se tendra que efectuar un estudio de uniformidad de varianzas
calculando el estadistico de Levene, seguido de una prueba de post-hoc de
TUKEY para valorar las diferencias significativas entre tratamientos. Estos
analisis fueron determinados usando el SPSS ((Programa Estadistico de
Ciencias Sociales, SPPS Corporation, IL, USA) para Windows.
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3.7. Aspectos éticos

Esta investigacion estd comprometida a no manejar productos quimicos ni
agentes contaminantes que apoyen al deterioro del medio ambiente, sino de
contribuir que los residuos agroindustriales tengan un nuevo
aprovechamiento para el uso energético para nuestro planeta. Ademas, las
técnicas de analisis hacia la elaboracion de resultados en la investigacion se
ejecutaran conforme a las normas sefialadas como también descritas por los
autores de diferencias investigacion referenciando adecuadamente y

utilizandose apropiadamente.

Sin embargo, los datos deberan ser verdaderos, tal cual resultaron en los
métodos de los andlisis sin correcciones a beneficio del investigar. En
conclusién, se conservaran el respeto por las ideologias morales, religiosas

y politicas; juridicas y responsabilidad social.

23



IV. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACION QUIMICA DE LA CASCARILLA DE ARROZ
HOMOGENEA

La Tabla 2. Presento6 la composicion quimica de la cascarilla de arroz, en el cual
la hemicelulosa y la celulosa forman un abundante potencial para la produccién
de biocombustibles, como ademas es importante conocer el menor % lignina

porque puede ser una barrera en el transcurso de la hidrélisis.

Tabla 2. Composicién quimica de la cascarilla de arroz homogénea.

Experimenta  Loja, Torres AriasR. & Chang Valverd

Cﬁmlﬁ)&siféo | C. et al. Meneses J. et al e et al
q (%) (2017)  (2016) (2016) (2010)  (2007)
4,44 % + . 6,59 % *+
Humedad 0,0023 6% - 0.1612 - -
. 14.14 % + o, 17.7% 1852%=
Cenizas 0,0022 16% 101 0,3652 - -
N} 6.08 %=+ ] ] 574 + ] ]
P 0,0058 0,0472
37.28 % + . 344 % 36.03%¢ 2589 %
Celulosa 03720 %  “yo1  ogses MO8 % 3905
Hemicelulos 28,28 %+ 0 9,5% 45,48 %+ o 18.1%-—
a 0,2279 % Yoo 1.0796 1388% 5706
R 14,69 %z o 221 %  18.49 %x . 18.20
Lignina 0,147 28% {04 0.2296 2533% o o4

Fuente: elaboracion propia.

Puesto que en la tabla 2 los datos reportados por las investigaciones, comparados
a los resultados obtenidos, nos indica que nuestros valores de componentes
guimicos coinciden con sus resultados y ademas se encuentran dentro del rango

internacional (Valverde et al., 2007).

En relacion de la desviacion estandar (o o s), los valores se hallan inferiores al 5%

lo que le indica que son aceptables (Focer, 2002).
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4.2 COMPONENTES LIGNOCELULOSICOS DESPUES DE LOS
PRETRATAMIENTOS

En la figura 8 se identificaron los resultados producidos después de los diferentes
pretratamientos a la cascarilla de arroz homogenizada, los diferentes
pretratamientos a analizar son: fisico (congelacion “C1”); quimico (alcalino con

NaOH 8% “Cz2”) y fisico-quimico (alcalino con NaOH 8% y Congelacion “C3”).

wn
8 c 62.51| d
(%2
O 60 +
|
=)
|
w
)
o
2
o 40 4
-
wn)
|
|_
zZ
w
5
Q 20 +
=
@]
@)
S

0 +

PRETRATAMIENTOS
m % Celulosa ®% Hemicelulosa =% Lignina

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3 Componentes lignocelulésicos de la cascarilla de arroz después de
diferentes pretratamientos.

En la figura 8 se observo que el mayor valor de %Celulosa (62,51%) fue para el
pretratamiento Cs; ademas %Hemicelulosa (12,44%) también mostré un valor
minimo en el pretratamiento C3 y en el caso del menor valor de %Lignina
(14,69%) fue para el pretratamiento Co en comparacion con los demas

pretratamientos.

En la tabla 2 se puede observar las comparaciones con otras investigaciones

de los distintos pretratamientos aplicados dentro de nuestra investigacion.
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Tabla 3. Estructura lignocelulésica de la cascarilla de arroz después de los

pretratamientos y la comparacion con otras investigaciones.

Pretratamiento

Componentes Lignocelulésicos

0,
S Autor % Celulosa % % Lignina
Hemicelulosa
0,
C 4444% 55 5506+ 0,534 16,29% + 0,207
0,487
0,
C. (NaOH8%)  Este estudio 586653/; * 18,04%+0,694 21,20% + 1,487
0,
Cs 58.69% * 15 44%+ 0,228 24,72% + 0,159
0,061
Chang et al., 0
Ci 2010) 71,86 % - -
Chico L., &
C2(NaOH8%)  Sandoval D., - - 6.52%
(2015)
C2 (NaOH10%) Tor(rzeoslgt) a0+ 24  68% +08 %16,2 + 2
Sanches N.
0, ' 0, - -
C2 (NaOH10%) (2018) 42,2 % + 2,68

Fuente: Elaboracion propia

*Estadisticamente no se encontr6 diferencia significativa entre los grupos

experimentales (p<0,05).

Se observa en la tabla 3 que estadisticamente el andlisis ANOVA unifactorial no

hay diferencia significativa entre los grupos de celulosa, hemicelulosa y lignina de

acuerdo con los tratamientos usados (p<0,05).

El % Celulosa obtenido por el pretratamiento de Congelacion de nuestro estudio se

encontré una diferencia del 27,42% menor a lo reportado por (Chang et al., 2010);

por otro lado, el pretratamiento Alcalino de nuestra investigacion tuvo mejores

resultados en % Celulosa, a diferencia del %Hemicelulosa y % de Lignina.

4.3 CARACTERISTICAS MICROESTRUCTURALES

En la Figura 9 se muestra micrografias de la cascarilla de arroz homogénea

antes y después de los diferentes pretratamientos; estas muestras fueron

observadas por un microscopio electronico de barrido y se clasificé las

fotografias con las siguientes letras (A-D).
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(A) Cascarilla de arroz homogénea sin
pretratamiento “Co”; (B) Cascarilla de arroz
Congelado “C1”; (C) Cascarilla de arroz
pretratada con NaOH “C2” y (D) Cascarilla de

arroz pretratada con NaOH + congelacion “Cs”.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 4 Micrografias de la cascarilla de arroz homogénea sin pretratamiento y después del

pretratamiento.
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Como se observa en la figura 9, los cambios morfoldgicos de la cascarilla de arroz

con los diferentes pretratamientos, se pueden apreciar claramente la diferencia,

ademas que estadisticamente el ancho de las cascarillas de arroz antes y después
de los pretratamientos si hay diferencia significativa (p<0.05). Obteniendo que las

mezclas de los pretratamientos hacen someter a la materia lignoceluldésica mas

expuesta para la hidrolisis enzimatica.

4.4 HIDROLISIS ENZIMATICA

La siguiente figura modela la produccién de glucosa liberado por el proceso

de hidrdlisis utilizando Celulasa de Aspergillus niger 1.18 U/mg sélido durante 60

80

70

60

50

40

30

20

GLUCOSA (g/L)

10

—0—~C1
—A—C2
—{1—C3
=0 CO

0 20 80

40
TIEMPO (h)

horas.

(Co) cascarilla de arroz Sin Pretratamiento; (C1) Cascarilla de arroz congelada; (C2) cascarilla de arroz con

Figura 5. Concentracion de glucosa obtenida por la hidrolisis enzimatica de la

NaOH y (Cs) Cascarilla de arroz congelada + NaOH.

cascarilla de arroz con diferentes pretratamientos.
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A continuacion, en la tabla 4, se percibe el cotejo de la glucosa producida por la

transformacién de hemicelulosa y celulosa durante 60 horas de hidrélisis con la

enzima Celulasa.

Tabla 4. Concentracién de glucosa originada

cascatrilla de arroz.

por la hidrélisis enzimatica de

la

Pretratamientos 0 12 24 36 48 60

0,33 + 17,39 + 26,02 + 31,98 + 35,9 +

Co 01192  1,1912 0,8522 07140  33% 1.808% (756,

C, 6,55 + 33,85 + 39,82 + 42,23 + 4541 + 45,76 +
0,256 0,403 0,333 0,510 1,496 2,206

C, 12,39 + 40,46 + 44,73 + 49,34 + 59,46 + 61,21 +
0,528 2,847 1,574 2,841 1,086 3,384

Ca 34,27 + 45,33 + 51,67 + 62,09 + 65,56 + 67,38 +
1,739b 0,772 0,355P 1,702b 2,906° 4,751

Fuente: Elaboracion propia

*El ANOVA unifactorial indica que hay diferencias en la concentracion de glucosa

después, de acuerdo con los tratamientos usados (p<0.001)

La minima cantidad de glucosa durante las 60 h. de hidrdlisis fue para “CO (Sin

pretratamiento)”, obteniendo 35,9 + 0,186 g/L y el mayor contenido de glucosa lo

obtuvo el “C3 (Congelacion + Alcalino)”, obteniendo 67,38 + 4,75 g/L. El factor que

interrumpi6 en el rendimiento de glucosa, fue el cambio de pH durante el proceso

de hidrolisis enzimatica como se puede llegar a apreciar en la figura 11 el sin

pretratamiento y con pretratamiento en especial el de congelacion y por Alcalinidad

se encuentran por debajo del 5.5 pH reportado por Chang et al (2010), a diferencia

del pretramiento fisicoquimico que su pH final es de 5,22, es por eso que obtenemos

unas mejores conversiones de glucosa.
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 6 PH del hidrolizado final para los distintos pretratamientos.

4.5 RENDIMIENTO DE OBTENCION DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES

En la siguiente figura se aprecia el % de conversion de celulosa y el rendimiento

(mgalucosal/gsustrato) para los diferentes pretratamientos realizados a la cascarilla

de arroz.
100% 1,000.00

§ 900.00 @,
— ~
% 95% 800.00 E
8 70000
[<5)

L 9% 600.00 o
S 50000 £
'S 85% 400.00 g
e 300.00 .©
S 80% 20000 .E
O 10000 £
NN [}
o 75% 0.00 x

c1 c2 c3

Pretratamientos

W % Conversion de celulosa W Rendimineto ( mg ART/ g S)

Fuente: Elaboracion propia
Figura 7 Transformacion de celulosa a glucosa después del hidrolisis enzimatico.
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En la figura 12 se considera que el menor % de conversion de celulosa es para
el “Co (Sin pretratamiento)’, obteniendo 86,66% a diferencia del “Cs
(Congelacion + Alcalino)”, que obtuvo un 97,01% de conversion, demostrando
una diferencia significativa entre cada pretratamiento. Ademas, el rendimiento
de glucosa se aprecia una mayor produccién en el pretratamiento Cs con 673,84

Mgglucosa/Jsustrato Y €l menor rendimiento es el Co con 358,95 mggiucosa/Jsustrato.

Se ejecutd un ANOVA unifactorial, con un nivel de 95 %de confianza con un
valor-p de significancia de p<0.05 para el rendimiento de obtencion de Azucares
Reductores Totales, para calcular la diferencia significativa entre
pretratamientos, encontrandose significancia en el ANOVA (p<0.05), se paso a
realizar una siguiente prueba post-hoc de TUKEY, para fijar quiénes de los
tratamientos difieren entre los otros. Estos andlisis se realizaron usando SPSS

version 22.0 para Windows. Ver en el (Anexo 12).
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V. DISCUSION

En la Tabla 2 se realiz6 una caracterizacion fisicoquimica a la cascarilla de arroz,
en el cual los resultados de la composicion varian de acuerdo a su estacion,
técnicas de cosechas, entre otros factores (Silverstein, R., 2007): El % humedad se
obtuvo 4,44% + 0.0023 y el promedio de la cascarilla de arroz varia entre el 8 a 15
% después de un secado al sol (Arias, R. & Meneses, J. 2016). Confrontando con
el resultado obtenido, estamos por debajo de los datos reportados, esto debido a
que en la ciudad de Trujillo la temperatura es muy cambiante por las épocas de
verano, es por ello que la cascarilla de arroz se encuentra libre de humedad y puede
tener un mejor manejo como residuo en diferentes areas. Segun (Focer, 2002),
manifiesta que es indispensable indicar que en la transformacién energética el
sustrato debe contener un 30% menor de humedad. De acuerdo a los resultados
nos encontramos con una buena calidad de materia prima que cumple con los

estandares para el manejo de la obtencion de energia verde.

La cascarilla de arroz en cuanto a cenizas se obtuvo 14.14 + 0.002%, este valor se
encuentra aproximadamente cerca a los rangos expuestos por Loja, C. (2017) y
Arias R. & Meneses J (2016). Sefiala que las cenizas determinan la parte inorganica
de calcio, magnesio, sales y potasio, ademas la silice se encuentra en la cascara
del cereal. Asi también (Morillas R. & Delgado A. 2012) menciona que después de
la incineracion de la muestra quedd materia inorganica, lo cual indica que la

cantidad de ceniza que queda no es combustible por cada kilogramo de muestra.

Por otro lado el contenido de pH se obtuvo 6.08% + 0.005, este dato es importante
porque influye en el proceso enzimatico en la obtencién de azlcares reductores
totales con la enzima Celulasa Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, EE.UU), ademas
para el acondicionamiento de la hidrélisis se requiere un medio acido entre 5.5 de
pH; en los resultados obtenidos nos damos cuenta que el pH de la muestra puede
adaptarse a bajar aun medio acido sin dificultar alteraciones para la formaciéon de

azucares reductores (Chang et al. 2010).
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Ademas, la Tabla 2 muestra los porcentajes de lignina, hemicelulosa y celulosa: 14,
69 £ 0,147; 28,28 £ 0,228 y 37,28 + 0,373, respectivamente; como se observa el %
de celulosa es superior que el contenido de lignina como demuestran todas las
investigaciones previas. Comparados con los resultados por (Valverde et al., 2007),
nos indica que estamos dentro del rango de la obtencidbn de componentes
lignoceluldsicos de la cascarilla de arroz; si se encontrara mucha diferencia en
algunos de sus componentes; Arias R. & Menes J. (2016) nos indica que se debe
a la probabilidad de la variedad de arroz y a las labores agronémicas, ademas cabe
resaltar que el mayor porcentaje de celulosa influye y contribuye en aumentar el
rendimiento en la obtencién de azucares reductores totales como la glucosa en los

diferentes tipos de pretratamientos.

Por otro lado, se encontré que el porcentaje de lignina, del polimero aromatico de
una estructura tridimensional, compleja y ramificada no coincide con lo reportado
por Chang et al., (2010), ya que la diferencia del auto es mayor al 25.33 %; a
diferencia de los demas reportes de investigacibn se muestran que nuestro
resultado se encuentra dentro de los parametros trabajados por Arias R. & Menes
J. (2016) y Valverde et al (2007).

Con respecto a la composicion de la cascarilla de arroz “Oryza Sativa” referente al
% hemicelulosa, % lignina y % celulosa reportada en la tabla 2, permite establecer,
gue esa biomasa agroindustrial tiene concentraciones adecuadas, siendo las dos
primeras fuentes importantes de carbohidratos, hidrolizables para obtener aztcares
simples, Utiles como fuente de sustrato en procesos biotecnoldgicos orientados a
la fabricacion de alcohol.

Después de que la cascarilla de arroz homogénea la ha sido pretratada se puede
observar en la figura 8 que el pretratamiento por congelacion y de alcalinidad con
NaOH por separado, muestra que el porcentaje de celulosa aumenta,
observandose un aumento de lignina y una disminucion de la hemicelulosa. A
comparacién con todos los pretratamientos los notables cambios de los
componentes lignocelulésicos se facilitaron en el pretratamiento fisico-quimico, lo

cual se puede observar un mejor aspecto de celulosa (62,51 + 0,061), una mayor
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degradacion de hemicelulosa (12,44 + 0,228) y un aumento de lignina (24, 72 +
0,159).

Los pretratamientos que aumentan la digestibilidad de la fuente lignoceluldsica son:
térmicos, mecanicos, alcalinos, acidos y las combinaciones de estos (Chico H. &
Sandoval D. 2015). Sin embargo, los pretratamientos quimicos aplicando acidos
degradan mayor contenido de celulosa, pero no precisamente transformandolos en
azucares si no que transforman en otro tipo de materias originarias de la lignina que

puede impedir un imprevisto transcurso de fermentacion.

Otro caso, la pérdida de lignina en los componentes lignocelulésicos se puede
cargar a la consecuencia que cuenta el pretratamiento alcalino de modificar o
remover, beneficiando la penetrabilidad de las enzimas y optimizando la
digestibilidad de la celulosa Chico H. & Sandoval D. (2015); sin embargo, la
efectividad del pretratamiento con NaOH depende del tiempo, concentracion y

tiempo.

Finalmente, el pretratamiento aplicado con NaOH permite un aumento de celulosa
de 37,28% de CO, sin pretratamiento a 62,51% de la muestra pretratada Cs. Segun
Chico H. & Sandoval D. (2015); manifiesta en su investigacion que cuenta con
aumento del componente de celulosa, pero, ademas menciona que el componente
de lignina disminuye notoriamente en el proceso del pretratamiento, a comparacion

de nuestra investigacion no se encontro esa disminucién del % de lignina.

En cambio, en el pretratamiento de congelacion los resultados indican un menor
contenido de celulosa a comparacion del pretratamiento NaOH, pero siempre
mayor que el de sin pretratamiento, porque el pretratamiento fisico disminuye la
particula, aumentado el area asequible y los poros disminuyen el grado de
descristalizacion y polimerizacion del sustrato (Sun y Cheng, 2002 y Harun et al.,
2011). A comparacion de otros datos, la compleja estructura del sustrato
lignocelulésico no se fragmenta sencillamente utilizando una sola técnica de
congelacion (Jeong et al., 2016). El incremento de la lignina posterior a los

pretratamientos se logra manifestar por las diferencias caracteristicas
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fisicoquimicas, como son la condensacion y fusion de lignina o la agrupacion de
pseudo-lignina por la mezcla de carbohidratos formados en la fragmentacion de

hemicelulosa y productos de degradacién de lignina (Zheng et al., 2015).

Pero para Chang et al., (2010) que realiz6 un estudio con el pretratamiento por
congelacion aumento elocuentemente la digestibilidad enzimatica del 48% al 84%
de la cascara de arroz. De acuerdo con el efecto, de la paja de arroz; comparado
con nuestros resultados también tenemos una digestibilidad de 37% a 45%, esto
se debe a la variedad de arroz que tenemos en nuestra ciudad de Trujillo, Perq;

pero si encontrando diferencia significativa con la muestra sin pretratamiento.

Las diferencias morfologicas de la cascarilla de arroz antes y después de los
pretratamientos son visibles y medibles. En la figura 9 (A) la estructura de la
cascarilla de arroz se muestra el tejido epidérmico rigido y ordenado debido a la
apariencia de hemicelulosas amorfas en su area (Cérdoba M. & Molina M. 2014),
asi mismo mostrando la apariencia de células interrumpidas debido al cruce de los

componentes del sustrato (lignina, celulosa y lignina) (Mood et al., 2013).

En la figura 9 (B) se observa que el pretratamiento de congelacién posee un tejido
rigido en forma de red cristalina y la ruptura del tejido sigue el mismo sentido de la
planta. En especifico, el pretratamiento por congelacion es una perspectiva de
pretratamiento fisico que maneja los inicios del agua; expone la densidad del agua
baja, su volumen se propaga cuando se congela y cuando pasa a la descongelacion
es donde se origina las grietas dentro de la estructura del sustrato. Esta propiedad
se ha experimentado primariamente para el almacenamiento y conservacion de los
alimentos (Hong et al., 2013 y Noh et al., 2006). SimultAneamente, escasas
investigaciones encontramos sobre las consecuencias de la congelacién en
biomasa lignoceluldsicos. A desigualdad de (Chang et al., 2010), que pudo
optimizar la transformacion enzimatica con el pretratamiento de congelacion sobre
la cascarilla de arroz. Encontrandose que el proceso de congelacién de la biomasa
optimizé los rendimientos de hidrélisis enzimatica acrecentando el espacio

superficial de respuesta y la sociabilidad enzimatica en la biomasa pretratada.
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En la figura 9 (C) el pretratamiento alcalino se detecta que el NaOH 8% agrando el
espacio de la cascarilla de arroz sin tratar, debido a que existe una mayor
distribuciéon de su estructura, asimismo de manifestarse menor aglomeramiento e
irregular debido tal vez a la supresion de hemicelulosa. Kahar et al., (2010)
ejecutaron investigaciones de la morfologia, observandose que el pretratamiento
con NaOH y en autoclave podria fragmentar la rigidez estructural de las matrices
de lignocelulosa de la fibra y hacer muchos microporos en el interior. Esto significo
que la superficie de la fibra se aumentd significativamente por la descomposicion

de las matrices de hemicelulosa de las microfibrillas de celulosa.

Finalmente, en la figura 9 (D) la combinacién de los pretratamientos se observa
menos aglomerada y muy particionada, observandose una distribucién en forma de
red cristalina irregular; esto ocurrié por la supresion de hemicelulosa y la dispersion
de las fibras de la estructura lignocelulésica, debido primeramente al pretratamiento
con NaOH y ademas del acrecentamiento del grosor de poros debido al
pretratamiento por congelacion. Chang et al. (2010).

Estadisticamente la anchura de la cascarilla de arroz pretratada y sin pretratamiento
si se encuentra diferencia significativa, ya que la anchura mayor promedio le
pertenece al Co (0,153 £ 0,003) y la menor a Cs (0,085 + 0,005); dando una clara

respuesta de una destruccion del tejido lignoceluldsico.

Las cascarillas de arroz homogénea de los pretratamientos estuvieron sometidas a
hidrélisis con celulasa de Aspergillus niger de 1.13 U/mg durante 60 horas a 100
rom, 37 °C y 5,5 pH. Confrontando la digestibilidad enzimatica de las muestras,
observamos que la Cs reflejé ser més apta a la hidrdlisis enzimatica. En la figura 10
se logré determinar la produccion de glucosa (g/L) de las muestras pretratadas, a
traves de las 60 h de hidrolisis enzimatica. La concentracion mayor de glucosa fue
a las 60 h de hidrolisis para la Cs los cual fue de 62,093 £ 1,702 g/L. En la figura 4,
se logra apreciar que también existen diferencias significativas (p<0.05) entre cada

pretratamiento.

El minimo contenido de glucosa durante las 60 h de hidrdlisis fue para la Co, la cual
consigui6 35,895 + 0,186 g/L, este resultado se iguala a estudios ejecutados con
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Chico H. & Sandoval D. (2015). En la figura 11 del hidrolizado final se aprecia que
el pH final para el pretratamiento Cs se mantuvo su pH con 5,22 + 0,13 a diferencia
de los otros pretratamientos que disminuyeron sus pH finales. Este cambio se
origind principalmente al desarrollo de compuestos no esperados durante la
fragmentacion de hemicelulosa y lignina, como anteriormente se menciono, y esta
claro que las condiciones Optimas para una mejor actividad enziméatica de la
celulasa de Aspergillus niger estad en el rango de 37 °C y 5.5 de pH. Las
desviaciones de temperatura y pH, son los factores importantes que perturban la
utilidad de la actividad catalitica enzimatico procedentes por Asperguillus Niger
(Costa et al., 2012).

En la figura 12 se observa la tasa de transformacion de la celulosa a glucosa para
cada pretratamiento posterior a las 60 horas de la hidrdlisis enzimatico. Para el
mejor pretratamiento (C3) la tasa de transformacion de celulosa a glucosa fue de
97,01%, por otro lado, la muestra sin pretratamiento obtuvo una tasa de
transformacién de 86,66%. La menor tasa de transformacién de celulosa a glucosa
por los demas pretratamientos se pudo deber por el mayor contenido de lignina. La
lignina restringe la velocidad de hidrélisis enzimética, impidiendo que las partes
digeribles del sustrato sean hidrolizadas y actien como un inhibidor. Las mas
afectadas son el componente de la celulasa por inhibicibn de lignina en
comparacion con las glucosidasas y xilanasas, debido a la asociacién irregular
entre la lignina y las enzimas celuloliticas (Esteghlalian et al., 2001 y Berlin et al.,
2006).

Ademas, se aprecia en la misma figura 12 un mayor rendimiento por el
pretratamiento Cs (673,84 mgart/gsustrato) @ diferencia de los demas pretratamientos
que estadisticamente se demuestra que si hay diferencia significativa en el
rendimiento de obtencion de ART. Y el menor rendimiento es para el sin
pretratamiento Co (558,95 mgart/gsustrato). El rendimiento de Azlcares reductores
Totales es directamente proporcional a la conversiéon de glucosa encontrada en el

proceso de hidrolisis enzimatico.

La fermentacion de estas porciones de azucar alcanza a dar un rendimiento de

etanol del 90% del maximo tedrico, que es 0.51 g de etanol por g de azucar (Lawford
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VI.

y Rousseau, 2002). Consecuentemente, teniendo en cuenta la obtencion de 673,84
mgGlucosa/gSustrato y la densidad del etanol es de 0.79 kg/L se tendria un
rendimiento tedrico de etanol a partir de la cascarilla de arroz de 0.392
LEtanol/KgSutrato. Estos resultados exponen claramente la potencialidad del uso

de la cascarilla de arroz para la obtencion de bioetanol.

CONCLUSIONES

Concluimos que la cascarilla de arroz conserva un menor contenido de lignina
(14.69 + 0.15%), elevado % celulosa (37.28 + 0.38%) y hemicelulosa (28.28 +
0.23%); haciéndola una biomasa lignocelul6sica potencialmente ventajoso para la

obtencién de azUcares.

Posteriormente de la combinacion de los pretratamientos (Congelacion + Alcalino)
se observo un aumento en el %celulosa (62.51 + 0.06%), menor cantidad de
hemicelulosa (12.44 + 0,28%) y una ampliacion en el % lignina (24.72 £ 0.16%).

Se verificd que la microestructura del pretratamiento fisicoquimico “C3” a diferencia
de los demas pretratamientos, esta es mas fragmentada, y posee un menor
aglomeramiento notandose una estructura en forma de red cristalina y asimismo

una disminucién de la anchura, como también un aumento en la porosidad.

Se determind que el mayor rendimiento de azlcares reductores es del
pretratamiento combinado Cs (673,84 mgarT/gsustrato) Y ademas del mejor porcentaje

de conversién de celulosa con un 97.01%.

Estadisticamente, si hay diferencia significativa entre la relacion del rendimiento de
obtencion de azucares reductores totales, caracteristicas microestructurales sobre

los pretratamientos.
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VII.

RECOMENDACIONES

Se espera que estos resultados tomados en el microscopio electronico, para los
siguientes analisis se le realicen un recubrimiento de oro, carbono u otros metales
de conduccion de iones a las muestras trabajadas ya que mejorarian la

visualizacion del campo por ende se mejoraria la observacion de la microestructura.

Ejecutar la practica de la hidrolisis enzimatica en un biorreactor controlado y

automatizado todas las variables posibles.

Evaluar otro tipo de pretratamientos ecolégicos para la obtencién de
biocombustibles, como también a la exploracion de reactivos amigables con el

medio ambiente.

Obtener bioetanol a partir de la combinacién de alcalinidad y congelacion para ver

si desarrolla la produccién de bioetanol Real.
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ANEXOS

Anexo 1. andlisis de humedad en la cascarilla de arroz

EQUIPOS:

= Balanza analitica, sensible en 0.1 mg.

= Cépsulas de vidrio, porcelana o metélica, con tapa
= Desecador con deshidratante adecuado

= Estufareguladaa 105+ 2 °C

PROCEDIMIENTO:

1.

Colocar la capsula destapada y la tapa durante al menos 1 hora en la estufa
a la temperatura de secado del producto

Empleando las pinzas, trasladar la capsula tapada al desecador y dejar
enfriar durante 30 a 45 min. Pesar la capsula con tapa con aproximacion de

0.1 mg. Registrar (m1)

3. Pesar 5 g de muestra previamente homogenizada. Registrar (m2)

Colocar muestra con capsula destapada en la estufa a la temperatura y
tiempo recomendado 105 °C x 3 horas.

Tapar la cdpsula con la muestra, sacarla de la estufa, enfriar en desecador
durante 30 a 45 min.

Repetir el procedimiento de secado por una hora adicional, hasta que las

variaciones entre dos pesadas sucesivas no excedan de 5 mg. (m3).

%Humedad = Mx 100

m2-m1l
Dénde,
M1 = masa de la capsula vacia y de su tapa, en gramos.

M2 = masa de la capsula tapada con la muestra antes del secado, en

gramos.

Ms = masa de la capsula con tapa mas la muestra desecada, en gramos.
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Anexo 2. andlisis de cenizas en la cascarilla de arroz

EQUIPOS:

= Balanza analitica, sensible en 0.1 mg.
= Crisoles de porcelana
= Mufla regulada a 550 +/- 25°C

= Desecador

PROCEDIMIENTO:

Colocar crisol limpio y seco por una hora en Mufla a 550 +/- 25°C.
Sacar y llevar desecador hasta enfriar.
Pesar crisol en balanza analitica y registrar su peso (C1).

Pesar entre 2 a 5 g de muestra previamente homogenizado (C2).

ok~ N

Precalentar previamente la muestra en mechero, evitando que inflame,
luego colocar en la mufla a 550 +/- 25°C. hasta cenizas, preenfriar en
mufla apagada.

6. Color crisol en desecador hasta enfriar (C3).

Porcentaje de ceniza se determina de la siguiente manera:

. c3-C1
%Ceniza = mx 100

Dénde
C1 = masa del crisol vacio en gramos.
C2 = masa del crisol con las muestras en gramos.

Cs = masa del crisol con las cenizas en gramos.
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Anexo 3.analisis de microscopia electronica de barrido
(Verdugo J. 2017).

El cambio de la macroestructura de muestras con y sin- pretratamiento de la
cascarilla de arroz observaron usando un microscopio electrénico de barrido; estas
muestras deben ser liofilizadas durante 5 horas. Y a continuacion, las muestras se
colocan en las portas muestras del microscopio. Para la observacién dentro del
microscopio, las muestras deben contar con un recubrimiento de un material
conductor, para ello se puede usar oro Sputter Coating Quorum o también carbon.
Luego las muestras fueron insertadas en el microscopio electronico de barrido
Bruker — xfsh 6/10. Se observaron las muestras con un voltaje de 10 kv y se

obtuvieron varias fotografias con una magnificacion de 500X y 1000X.

Anexo 4. determinacion del ph en la cascarilla de arroz

EQUIPOS:

= pH neutro graduado.
= Soluciones buffer pH 4.00 y 7.00.
= Agua destilada

PROCEDIMIENTO:

Pesar 10 g de muestra (cascarilla de arroz).

Colocar los 10 g de muestra dentro un balén de ebullicion de 250 ml.
Adicionar 100 ml de agua destilada y mezclar.

Montar el equipo de reflujo y someterlo a este proceso durante 3 h.

o bk~ 0N PE

Al finalizar las 3 h. remover y tapar la solucion dejando enfriar hasta 25
—20°C.

6. Medir el pH durante 3 min. Previamente ya calibrado el equipo.
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Anexo 5. determinacion de la holocelulosa (browning, 1967).

REACTIVOS:

= Acido acético glacial (CHzCOOH).
= Clorito sodico (NaClOz).

PROCEDIMIENTO:

Se pesan 2 g de muestra (P1), con precision de 0,0001 g, en un Erlenmeyer de 250
mL de capacidad y se afiaden 63 mL de agua desionizada. A la suspension se le
anaden 0,2 mL de CH3COOH y 0,6 g de NaCIlO2. Se cubre con un vidrio de reloj y
se introduce al bafio maria (70-80 °C), agitando de vez en cuando. Este proceso se
repite dos veces mas. Al finalizar la tercera hora, se coloca el Erlenmeyer en un
bafio de agua-hielo hasta que la temperatura baje a los 10 °C. Se filtra en placa
filtrante, previamente pesada (P2) y se lava con agua desionizada hasta la
eliminacién de la coloracion amarilla. Posteriormente se lava con agua desionizada,
se deja secar a 60 °C y se pesa (P3). Al sélido obtenido se le determinan los
porcentajes de humedad (% Hholo) y de la materia organica (% MOholo). El
contenido de holocelulosa se calcula de acuerdo con la expresion:

(P3 - PZ) * (100 - %Hholo) * (%Moholo)

%Holocelul =

YoHolocelulosa Py + (100 — %H)
P1 : Peso Inicial De La Muestra
P2 : Peso Del Papel Filtro
P3 : Peso sélido después de las 12 h.

%MOnolo : Materia Organica
%H : Humedad Operativa

Dénde % H es el porcentaje de agua con respecto a muestra liofilizada y

molida.
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Anexo 6. determinacion de celulosa: norma ansi/astm
(american national standards institute, 1977).

REACTIVOS:

» Hidroxido sddico (NaOH) al 17,5% y 8,3%.
= Acido acético glacial (CHsCOOH) al 10 %.

PROCEDIMIENTO:

Se pesa 1 g de holocelulosa (P1), con precision de 0,0001 g, en un Erlenmeyer de
100 mL. Se afiaden 5 mL de NaOH 17,5% mezclando con una varilla de vidrio.
Cada 5 minutos se afaden 2,5 mL de NaOH 17,5% hasta consumir un total de 12,5
mL y se mantiene 30 minutos a temperatura ambiente. Se afiaden 16,5 mL de agua
desionizada a 20 °C para pasar de NaOH 17,5% a 8,3%, se mezcla bien y se
mantiene durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, se filtra en placa
filtrante de peso conocido (P2) y se lava con 50 mL de NaOH 8,3% y posteriormente
con agua desionizada. Se repite el lavado con NaOH 8,3% y agua desionizada dos
veces. Se corta la succion y se afiaden 7,5 mL de CH3COOH 10% y se deja en
contacto 3 minutos. Se vuelve a conectar el vacio y se lava con agua desionizada
hasta neutralidad del filtrado. Se seca a 105 °C en estufa durante 12 horas y se
pesa (Ps). Se calcula el contenido en materia organica del solido obtenido (%

MOcel), y el contenido en celulosa se calcula de acuerdo con la expresion:

(P3 — P,) * (%MO,,;) * (%Holocelulosa) * 100

rCetulosa = (P1 (%MOy1g * (100 — %Hpory)
P1 : Peso Inicial De La Muestra
P2 : Peso Del Papel Filtro
P3 : Peso solido después de las 12 h.
%MOcel : Materia Organica
%H : Humedad Operativa

Dénde % H es el porcentaje de agua con respecto a muestra liofilizada y molida.
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Anexo 7. determinacion de lignina (lignina klason): método tappi 222 (1977).
REACTIVOS:

= Acido sulfarico al 72% (H2S04).

PROCEDIMIENTO:

Se pesa 1 g de muestra (P1), con precision de 0,0001 g, se mezcla bien con 15 mL
de H2SO4 72% y se deja reposar 12-24 horas. Se trasvasa el contenido del vaso a
un matraz de 1.000 mL y se afiaden 345 mL de agua desionizada para pasar de
H2SO04 72% a H2S04 3%. El matraz se conecta a un refrigerante y se mantiene a
ebullicién durante 4 horas en una manta calefactora, al cabo de las cuales se deja
sedimentar el sélido y se filtra en una placa filtrante, previamente secada en estufa
a 105 °C y pesada (P2).

El sdlido filtrado se lava con abundante agua desionizada caliente hasta que el pH
del agua de lavado no sea acido, se seca en estufa a 105 °C durante 12 horas y se
pesa (P3). Se toman unos 100 mg del sélido seco y se calcinan en mufla a 430 °C
durante 24 horas, obteniéndose asi su porcentaje en materia organica (MOiig). El

contenido en lignina se calcula con la siguiente expresion:

(P3 — P3) * (%MOy;,) 100

%Lignina = (P * (100 — Y%oH)
P1 : Peso Inicial De La Muestra
P2 : Peso Del Papel Filtro
P3 : Peso solido después de las 12 h.
%MOiig : Materia Organica
%H : Humedad Operativa

Dénde % H es el porcentaje de agua con respecto a muestra liofilizada y molida.
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Anexo 8. determinacion de azucares reductores por la técnica de miller (dns)
descrito por miller (1959).
% Preparacion del reactivo del &cido 3,5 dinitrosalicilico en frio:

Se pesan 5 g de acido 3,5 dinitrosalicilico, 150 g de tartrato de Na-K 'y 8 g de

NaOH. Se disuelve el NaOH en 200 mL de agua y se aflade en agitacion el

tartrato de Na-K lentamente. Se completa con agua hasta 400 mL y se

comienza a afadir lentamente el acido 3,5 dinitrosalicilico. Se deja en agitacion

toda la noche, se enrasa a 500 mL y se filtra.

« Desarrollo de la reaccién del DNS

En tubos de cristal de 10 mL se adicionan 0.1 mL de muestra y 0.9 mL del

reactivo de DNS. Los tubos se colocan en bafio de agua a 100 °C por 10 min.

Se enfrian hasta temperatura ambiente y se le afiade 10 mL de agua destilada.

Se agita y se realiza la lectura a 540 nm en espectrofotémetro.

¢+ Curva patron de Glucosa

Se prepara la solucion patron de Glucosa a las siguientes concentraciones: 0.5,

0.9, 1.3, 1.7, 2.1 g/L. Se desarrolla la reaccion con el reactivo DNS segun el

punto anterior.

ANEXO 9. CURVA PATRON DE GLUCOSA

0,800

0,700 .
0,600
£
0,500
; y = 0,3553x - 0,0496
Lot 2 _
W 0400 0 R? =0,9997
2
3
= 0.300 .

0,200

0,100

0,000
0 0.5 1 1,5 2 2,5

CONCENTRACION (g/L)
Fuente: Elaboracion propia

Figura 8. Curva de -calibracion de soluciones patrén de glucosa en
espectrofotometro.

el
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Anexo 10. detalles de los datos experimentales

Tabla 5. Determinacion de la humedad de la cascarilla de arroz homogénea (Co).

Placas Muestra Muestra + placas
Ensayo vacias inicial (g) vacias (g) x3 h a %Humedad
(@) 9 105°C
Co R: 12,826 0,502 13,307 4,18
Co R 22,321 0,500 22,798 4,60
CoRs 22,520 0,506 23,003 4,55
Promedio 4,44 %
Desviacion estandar 0,0023

Fuente: Elaboracién Propia.

Tabla 6. Determinacion de humedad de la cascarilla pretratadas (C1, C2 'y Cs).

Muestra
Placas Muestra Muestra + + p!acas L.,
. o Placas vacias % . Desviacion
Ensayo vacias inicial : h Promedio .
@) @) vacias x3 a Humedad Estandar
(@) 105°C
9
Ci:R: 23,612 0,099 23,711 23,709 2,02
Ci:R: 22,682 0,103 22,785 22,783 1,94 1,98 % 0,00039
C:R3 24,467 0,101 24,568 24,566 1,98
C>R: 23,16 0,101 23,261 23,259 1,98
C:R: 21,963 0,100 22,063 22,061 2,00 1,97 % 0,00040
C2Rs3 23,368 0,104 23,472 23,47 1,92
C:R: 22,324 0,102 22,426 22,424 1,96
C:R2 22,718 0,100 22,818 22,816 2,00 1,99 % 0,00023
C: R3 22,979 0,100 23,079 23,077 2,00

Fuente: Elaboracion Propia.

Tabla 7. Determinacion de ceniza de la cascarilla de arroz homogénea (Co).

Ensayo Crisol Muestra  Muestra + crisol %Cenizas
vacio (g9) (@) (9) x5 h a 550°C
CoR: 29,522 1,001 29,666 14,33
CoRe 47,948 1,000 48,087 13,90
Co Rs 31,703 1,001 31,845 14,20
Promedio 14,14 %
Desviaciéon estandar 0,0022

Fuente: Elaboracion Propia.
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Tabla 8. Determinacion de pH de la cascarilla de arroz homogénea (Co).

(o]
Ensayo Mlzrisl,;[ra pH T (°C)
CoR: 40 6,09 24
CoR> 40 6,08 24
CoR3 40 6,08 24,2
Promedio 6,08 24,1
Desviacion estandar 0,0058

Fuente: Elaboracion Propia.

Tabla 9. Determinacion de la holocelulosa de la cascarilla de arroz.

Ensayos Fgl) ?gz) H. (Izoolo M.OfyOHoIo HoIocZ(iqusa Promedio eDsetSél\::g;Iron
Co R 2 1,527 1,942 83,478 65,227

Co R2 2 1,523 2,000 83,480 65,302 65,56 0,5089
CoRs 2 1,542 1,905 83,480 66,144

C:R: 2 1,566 1,922 84,637 66,337

CiR2 2 1,588 1,905 84,633 67,224 66,99 0,5730
Ci1 Rz 2 1,592 1,923 84,635 67,409

C2R: 2 1,546 1,980 99,043 76,561

C2R2 2 1,549 1,961 99,051 76,745 76,72 0,1494
C2 Rz 2 1,552 1,942 99,060 76,856

C:R: 2 1,515 1,887 98,930 74,996

C:R2 2 1,509 1,980 98,937 74,663 74,95 0,2667
Cs:Rs 2 1,520 2,000 98,935 75,191

Fuente: Elaboracién Propia.
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Tabla 10. Determinacién de la celulosa de la cascarilla de arroz.

%

%

%

o o L
Ensayos Fgl) (F;Z) I\éecl) Ht)'io Ir\]/l(')% Holocg;ulosa Cellﬁ)osa Promedio ([a)stsél\;llggLon
CoR1 1 0,533 87,600 1,942 83,478 65,227 37,205
CoR2 1 0,527 87,888 2,000 83,480 65,302 36,950 37,28 0,3729
CoRs 1 0,532 87,649 1,905 83,480 66,144 37,684
CiR1 1 0,623 88,579 1,922 84,637 66,337 44,079
CiR2 1 0,629 88,321 1,905 84,633 67,224 44,991 44,44  0,4868
CiRs 1 0,617 88,304 1,923 84,635 67,409 44,238
C2R1 1 0,784 95,655 1,980 99,043 76,561 59,141
C2R2 1 0,770 95,192 1,961 99,051 76,745 57,958 58,69 0,6367
C2Rs 1 0,783 95,202 1,942 99,060 76,856 58,957
CsR1 1 0,847 95,481 1,887 98,930 74,996 62,471
CsR2 1 0,850 95,470 1,980 98,937 74,663 62,484 62,51 0,0609
CsRs 1 0,845 95,467 2,000 98,935 75,191 62,583
Fuente: Elaboracion Propia.
Tabla 11. Determinacion de la hemicelulosa de la cascarilla de arroz.
Ensayos % % .% Promedio Desv,iacic')n
Holocelulosa Celulosa Hemicelulosa estandar
CoR1 65,227 37,205 28,022
CoR2 65,302 36,950 28,352 28,28 0,2279
CoRs 66,144 37,684 28,459
CiR1 66,337 44,079 22,258
CiR2 67,224 44,991 22,234 22,55 0,5342
CiRs 67,409 44,238 23,171
C2R1 76,561 59,141 17,419
C2R2 76,745 57,958 18,788 18,04 0,6942
C2Rs 76,856 58,957 17,899
CsR1 74,996 62,471 12,525
Cs R2 74,663 62,484 12,179 12,44 0,2277
CsRs 75,191 62,583 12,608

Fuente: Elaboracion Propia.
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Tabla 12. Determinacion de la lignina de la cascarilla de arroz.

Ensayos Pl P2 % . : %. Promedio Desv'iacién
(@) (@) M.O. Lig. Lignina estandar

CoR1 1 0,166 85,363 14,753

CoR2 1 0,162 85,327 14,525 14,69

CoRs 1 0,165 85,561 14,799

CiR1 1 0,184 85,997 16,132

CiR2 1 0,189 85,973 16,527 16,29

CiRs 1 0,185 85,760 16,221

C2R1 1 0,206 96,960 20,358

C2R2 1 0,233 96,954 23,002 21,29

C2Rs 1 0,207 96,946 20,501

CsR1 1 0,248 97,147 24,574

CsR2 1 0,249 97,191 24,694 24,72

CsRs 1 0,251 97,175 24,889

Fuente: Elaboracion Propia.

Tabla 13. Determinacion del ancho de la cascarilla de arroz con los diferentes

pretratamientos a partir de las micrografias.

Ensayos Perimetro Promedio Desviacion estandar
CoR: 0,15

CoR2 0,153 0,153 0,003
CoRs3 0,156

Ci1R:1 0,146

CiR2 0,147 0,148 0,0021
CiRs 0,15

C2R1 0,135

C2R2 0,136 0,137 0,0026
C2Rs 0,14

CsR1 0,09

CsR2 0,084 0,085 0,005
C3Rs3 0,08

Fuente: Elaboracion Propia.
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Tabla 14. Determinacion de glucosa (g/L) cada 12 horas de hidrolizado.

DESVIACI

CoR1 12600 0,018 0,811 0,218

0 Core 20 0027 0,814 0319 0331 0,119
Cors 20 0038 0,818 0,455
R 20 0570 1,007 6,838

0 are % 0530 0,993 6,365 6,545 0,256
cirs 20 0536 0,095 6,433
R 20 1079 1,188 12,951

0 Cr 20 0902 1,157 11,004 12,388 0,528
crs 20 102 1,169 12,309
csre 20 2608 1,763 32,371

0 cre 0 2880 1,831 34,668 34,274 1,739
CsRs 20 2082 1,864 35782
Cort 20 1307 1,301 16,768

12 GoRe 5 1563 1,360 18,760 17,387 1,191
Cors 20 1386 1,297 16,632
iR 20 258 1,820 34,296

12 R A% 2703 1,797 33520 33,846 0,403
cirs 20 2810 1,803 33,722
R 20 3103 1,907 37,235

12 .05 40,455 2,847
R, 3,458 2033 41,490

0
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12,00

C2Rs 0 3,553 2,067 42,639
CsR1 12600 3,852 2,173 46,219
12 CsR2 12600 3,745 2,135 44,935 45,329 0,772
CsRs 12600 3,736 2,132 44,834
Tabla 14. Continua
CoR:1 12,000 2,233 1,598 26,798
24 Co R2 12,000 2,092 1,548 25,110 26,022 0,852
CoRs 12,000 2,180 1,579 26,157
CiR: 12,000 3,306 1,979 39,666
24 Ci R 12,000 3,351 1,995 40,207 39,824 0,333
Ci1Rs 12,000 3,300 1,977 39,599
C:R: 12,000 3,767 2,143 45,205
24 C:R2 12,000 3,681 2,077 42,976 44,733 1,574
C:Rs 12,000 3,835 2,167 46,016
Cs:R: 12,000 4,336 2,345 52,028
24 Cs:R2 12,000 4,277 2,324 51,319 51,668 0,355
Cs:Rs3 12,000 4,305 2,334 51,656
CoR: 12,000 2,695 1,762 32,337
36 CoR2 12,000 2,703 1,765 32,439 31,977 0,714
CoRs 12,000 2,596 1,727 31,155
CiR: 12,000 3,514 2,053 42,166
36 Ci: R 12,000 3,564 2,071 42,774 42,233 0,510
Ci1Rs 12,000 3,480 2,041 41,760
C:R: 12,000 4,330 2,343 51,960
36 C:R2 12,000 3,860 2,176 46,320 49,337 2,841
C:Rs 12,000 4,144 2,277 49,731
C:R: 12,000 5,104 2,618 61,248
36 Cs:R2 12,000 5,338 2,701 64,052 62,093 1,702
CsRs 12,000 5,082 2,610 60,978
48 CoR:1 12,000 2,596 1,727 31,155 33,002 1,808
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CoR2 12,000 2,897 1,834 34,769
CoRs 12,000 2,757 1,784 33,081
CiR: 12,000 3,722 2,127 44,665

48 CiRe 12,000 3,928 2,200 47,131 45,408 1,496
Ci1Rs 12,000 3,702 2,120 44,429
C:R: 12,000 5,014 2,586 60,167

48 C2R: 12,000 4,851 2,528 58,209 59,458 1,086
C:Rs 12,000 5,000 2,581 59,999
Cs R 12,000 5,329 2,698 63,950

48 CsR2 12,000 5,743 2,845 68,915 65,560 2,906
CsRs 12,000 5,318 2,694 63,815

Tabla 14. Continua
CoR: 12,000 2,999 1,870 35,985

60 Co R2 12,000 2,973 1,861 35,681 35,895 0,186
CoRs 12,000 3,002 1,871 36,019
CiR: 12,000 3,863 2,177 46,354

60 CiR2 12,000 3,610 2,087 43,314 45,757 2,206
CiR3 12,000 3,967 2,214 47,603
C:R: 12,000 4,783 2,504 57,398

60 C:R2 12,000 5,321 2,695 63,849 61,214 3,384
C>:R3 12,000 5,200 2,652 62,397
CsR: 12,000 5,965 2,924 71,583

60 CsR2 12,000 5,695 2,828 68,341 67,384 4,751
Cs:Rs 12,000 5,186 2,647 62,228

Fuente: Elaboracién Propia.

Tabla 15. Determinacion de la conversion de celulosa a glucosa.

% Masa lucosa Fh ¢ (%)
Pretratamientos Celulosa inicial (q) ? ART/ g S) (Factor de (Conversion
(Y1) 9 9 9 conversion) de celulosa)
Co 37,280 1,000 0,359 0,9 86,657%
Cy 44,436 1,000 0,458 0,9 92,676%
C 58,685 1,000 0,612 0,9 93,879%
Cs 62,513 1,000 0,674 0,9 97,013%

Fuente: Elaboracion Propia.
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Anexo 11. fotografias del trabajo experimental

"I"”
%
"

N
)
4
Fuente: Elaboracion propia . Fuente: Elaboracion propia
Figura 8 Cascarilla de arroz seca. Figura 9. Selecmor;:;la cascarilla de arroz

Fuente: Elaboracion propia Fuente: Elaboracion propia
Figura 11 Molienda de la cascarilla de Figura 10 Tamizado de la cascarilla de
arroz. arroz.

o
®
“\ A ._

Fuente: Elaboracion propia

Fuente: Elaboracion propia
Figura 13 Determinacion de humedad de Figura 12 Determinacion de cenizas de las

las muestras. muestras.
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Fuente: Elaboracion propia Fuente: Elaboracién propia
Figura 14 Tratamiento Quimico de
alcalinidad.

Figura 15 Tratamiento Fisico de
Congelacion.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 16. Determinacion de holocelulosa de la cascarilla pretratada y sin pretratar.

Fuente: Elaboracion propia
Figura 17 Determinacion de celulosa de la cascarilla pretratada y sin pretratar.

62



Fuente: Elaboracion propia
Figura 18 Determinacion de lignina de la cascarilla pretratada y sin pretratar.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 19 Determinacion de pH de las
muestras. Fuente: Elaboracion propia

Figura 20 Preparacion del
DNS.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 21 Muestras para la curva de calibracion de glucosa.
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Fuente: Elaboracion propia
Figura 22 Hidrolisis enzimatica.

Fuente: Elaboracion propia
Figura 23. Muestras del hidrolisis enzimatico cada 12 horas.

Fuente: Elaboracion propia
Figura 24 Centrifugacion de las muestras.
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 25. Determinacion de glucosa por espectrofotometria.

Fuente: Elaboracion propia
Figura 26 Enzima Celulasa de Asperguillus niger.
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Anexo 12. andlisis estadistico

Tabla 16. Analisis de varianza de los componentes lignoceluldsicos de la cascarilla de arroz.

Grggos Sumade Media
Variables Fuente . cuadrad cuadratic F P
Liberta
0S a
d
Entre grupos 1053'10 10 105.410 0'3'8 O'$1
% CELULOSA Dentrode 215.489 1 215.489
grupos
Total 1263 .58 11
Entre grupos ~ 365.963 10 36.596 0'985 O'ffg
%
Dentro de
HEMICELULOSA (1o 42.596 1 42.596
Total 408559 11 408.559
Entre grupos ~ 161.176 10 16.118 0'27 0'3?2
%LIGNINA
entro de 34.031 1 34.031
grupos

Fuente: Elaboracion Propia.

El ANOVA unifactorial indica que no hay diferencias en las variables % celulosa, %
hemicelulosa y % lignina, de acuerdo con los tratamientos usados (p<0.05).

Tabla 17. Analisis de variancia del ancho de la cascarilla de arroz con los diferentes
pretratamientos.

Fuente Grados de Sumade Media p
Libertad cuadrados cuadratica
Entre grupos 3.000 0.009 0.003 257.856 0.000
Dentro de 8.000 0.000 0.000
grupos
Total 11.000 0.009

Fuente: Elaboracién Propia.

El ANOVA unifactorial indica que hay diferencias en el ancho de la cascarilla de

arroz después, de acuerdo con los tratamientos usados (F: 257,856; p<0.000)
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Tabla 18. Prueba de Tukey para la anchura de la cascarilla de arroz.

ANCHURA DE LA CASCARILLA DE ARROZ
Subconjunto para alfa =

PRETRATAMIENTO N 0.05
S
1 2 3
CONGELACION +
ALCALINO 3 0847
HSD ALCALINO 3 ,1370

Tukey? CONGELACION 3 1477
CONTROL 3 ,1530
Sig. 1,000 | 1,000 | ,288

Fuente: Elaboracion Propia.

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3,000.

Tabla 19. Prueba de homogeneidad de varianza de la concentracion de glucosa.

Estadistico de df1 df2 p
Levene
0.091 11 60 1.000

Fuente: Elaboracion Propia.

La prueba de homogeneidad de varianza de Levene indica que se cumple el
supuesto (Estadistico: 0,091; dfl: 11 y df2: 60; p>0.05).

Tabla 20. Andlisis de variancia de la concentracion de glucosa.

Grados Sumade Media

Variable Fuente de cuadrado cuadratic F P
Libertad S a
Entre grupos ~ 8604.952 11 782.268 3'f8 O'fo
Concentracid Dentro de 13481.98 60 294.700
n de glucosa grupos 6
Total 220886'93 71

Fuente: Elaboracion Propia.
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El ANOVA unifactorial indica que hay diferencias en la concentracién de glucosa

después, de acuerdo con los tratamientos usados (F: 3.481; p<0.001).

Tabla 21. Prueba de Tukey para la concentracion de glucosa.

CONCENTRACION DE GLUCOSA

. Subconjunto para alfa = 0.05
Pretratamiento N
1 2

HSD Tukey? |CONTROLR1 6 24,43983 A
CONTROLR3 6 25,04233 A
CONTROLR2 6 25,07600 A
CONGELACIONR2 |6 35,55183 35,55183
CONGELACIONR3 |6 35,59100 35,59100
CONGELACIONR1 |6 35,66417 35,66417
ALCALINOR2 6 44,12467 44,12467
ALCALINOR1 6 44,15267 44,15267
ALCALINOR3 6 45,51517 45,51517
CONGE+ALCARS3 6 53,21550 53,21550
CONGE+ALCAR1 6 B 54,56650
CONGE+ALCAR2 6 B 55,37167
Sig. ,061 ,495

Fuente: Elaboracién Propia.

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 6,000.

De acuerdo con la prueba post-hoc de tukey, se observa que las diferencias

significativas se encuentran entre los grupos (Control R1 y Congelacion +

alcalinidad R1); (Control R1 y Congelacién + alcalinidad R2); (Control R2 vy

Congelacién + alcalinidad R2); (Control R3 y Congelacion + alcalinidad R1);

(Control R3 y Congelacion + alcalinidad R2) (p<0.05).
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Tabla 22. Prueba de homogeneidad de varianza del rendimiento de Azlcares Reductores
Totales

Estadistico de
Levene

0.57 3 20 0.981
Fuente: Elaboracion Propia.

dfl df2 P

La prueba de homogeneidad de varianza de Levene indica que se cumple el supuesto
(Estadistico: 0,570; dfl: 3 y df2: 20; p>0.05).

Tabla 23. Andlisis de variancia del rendimiento de Azlcares Reductores Totales.

Grados de Sumade Media

Fuente Libertad cuadrados cuadrética i
Entre grupos 3 286052.43 95350.81 4.304 0.017
Dentro de 20 443089.280 22154.460
grupos
Total 23 729141.71

Fuente: Elaboracion Propia.

El ANOVA unifactorial indica que hay diferencias en la concentracion de glucosa después,

de acuerdo con los tratamientos usados (F: 4.304; p<0.017)

Tabla 24. Prueba de Tukey para el rendimiento de Azucares Reductores Totales.

Rendimiento de ART - Tukey Ba

. Subconjunto para alfa = 0.05
Pretratamientos N
1 2
Sin Pretratamiento 6 248,5283 A
Congelacion 6 356,0217 356,0217
Alcalinidad 6 445,9750 445,9750
Congelacién +Alcalinidad |6 B 543,8467

Fuente: Elaboracién Propia.

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media armdnica = 6,000.

De acuerdo con la prueba post-hoc de tukey, se observa que las diferencias significativas

se encuentran entre los grupos (Sin pretratamiento y Congelacion + alcalinidad) (p<0.05).
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