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Resumen

El presente estudio tuvo por objeto optimizar el proceso de hidrélisis enzimdtica para degradar la celulosa del rastrojo de maiz
(Zea mays), utilizando enzimas del Aspergillus niger. Durante la primera fase de la experimentacion se determiné el contenido de
materia seca, materia orgdnica, cenizas, proteina cruda, extracto etéreo, contenido de lignina y celulosa del rastrojo, usdndose para
su cuantificacién los métodos de referencia de la U. Florida 1970. Posteriormente se realizé el pre-secado y molienda del mismo,
previo a los procesos de pre-tratamiento dlcali y dcido-dlcali aplicados, siendo secados a 4 diferentes temperaturas (45, 50, 55 y
60 °C) Los residuos pretratados fueron sometidos a una hidrélisis con celulasas del Aspergillus Niger (39,125 UE) a diferentes
pH (4,0; 4,8 y 5,6), durante 24, 48 y 72 h a 45, 50, 55 Y 60 °C de temperatura; cuantificindose las concentraciones de azticares
reductores liberados durante la digestion. Finalmente se determiné que la hidrélisis del rastrojo sin pretratamiento y secado a 60 °C,
a pH de 4,8 por 72 h., tuvo concentraciones elevadas de aziicares reductores, convirtiéndose en una alternativa para su utilizacién
como alimento o biocombustible, posterior a la aplicacién de procesos biotecnoldgicos.
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Abstract

The present study aimed to optimize the enzymatic hydrolysis process to degrade cellulose from corn stubble (Zea mays), using
enzymes from Aspergillus niger. During the first phase of the experimentation, the content of dry matter, organic matter, ash,
crude protein, ethereal extract, lignin and cellulose content of the stubble was determined, using the reference methods of the U.
Florida 1970 for its quantification. Subsequently the pre-drying and grinding of the same was carried out, prior to the alkali and
acid-alkali pre-treatment processes applied, being dried at 4 different temperatures (45, 50, 55 and 60 °C). The pretreated residues
were subjected to hydrolysis with Aspergillus Niger cellulases (39,125 EU) at different pHs (4.0, 4.8 and 5.6), for 24, 48 and 72
h. at 45, 50, 55 and 60 °C temperature; quantifying the concentrations of reducing sugars released during digestion. Finally, it
was determined that the hydrolysis of the stubble without pretreatment and drying at 60 °C, at a pH of 4.8 for 72 h., had high
concentrations of reducing sugars, becoming an alternative for its use as food or biofuel, after the application of biotechnological
processes.
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1 Introduccion

En un contexto mundial en el que destaca el continuo
aumento de la poblacién, con un creciente ingreso
per cépita disponible para consumo, cambios en la
dieta y estilos de vida de amplios sectores de la
poblacién mundial que ocasionan una mayor ingesta
de proteina animal (incluyendo alimentos derivados
de la ganaderia), se estima que la demanda mundial
de productos cdrnicos se incremente a un ritmo
anual de 1,3% entre 2007 y 2050, valor superior
al crecimiento anual estimado de 1,1% para el total
de la produccién agropecuaria en igual lapso [1].
Este incremento en el consumo de carne en los
ultimos afios 16gicamente generard mayor cantidad
de emisiones de gases de efecto invernadero y la
degradacidn de los suelos producto del sobrepastoreo
y de la produccién de alimento para el ganado [2].

En el Ecuador, igual que en el resto del mundo
esta produccién ganadera depende de su homoéloga
agricola como proveedora de fuentes alimenticias
para los animales, la cual ademds genera una alta
carga de residuos lignocelulésicos post-cosecha
provenientes de los cultivos, entre los que se destaca
el maiz, que no son aprovechados; por lo que,
una adecuada gestion de los mismos permitiria su
aprovechamiento para la elaboracion de alimentos
alternativos y bioabonos, entre otros productos,
mediante la aplicacién de biotecnologias de facil
acceso.

Se puede afirmar entonces, que en la actualidad
los residuos o desechos agroindustriales y los sub-
productos, se han convertido en la materia prima
de procesos que generan productos con alto valor
agregado. Sin embargo, son muchas las limitantes
en cuanto a la compleja degradacién de la estructura
lignocelulésica. Por ello han surgido trabajos e inves-
tigaciones que abarcan distintas problematicas y pro-
ponen alternativas de solucién hacia la explotacién
de la biomasa lignocelulésica para este fin [3].

Considerando que los residuos lignocelulésicos
poseen importantes cantidades de fibra y celulosa,
estos podrian usarse para alimentar a los rumiantes;
sin embargo, su baja digestibilidad, los convierte
en un desecho a nivel agropecuario [4]. Los
nutrientes presentes en follajes y rastrojos podrian
ser aprovechados una vez que estos sean sometidos

a un tratamiento previo, convirtiéndose en una
alternativa para la nutricién del ganado [5].

Uno de estos tratamientos previos de los ma-
teriales fibrosos es la hidrélisis enzimética, que
al tratarse de la celulosa, esta accién la cumplen
las celulasas [6] y [7] pertenecientes a las glicosil-
hidrolasas, encargadas de la catdlisis de los enlaces
glucosidicos presentes entre 2 o mds hidratos de
carbono. Este tipo de enzimas son producidas por
varios microorganismos, comunmente por bacte-
rias y hongos, las de origen fingico son la més
utilizadas debido al poder celulolitico [8], presenta
dos médulos globulares independientes, el uno re-
sponsable de la hidrdlisis; y el otro responsable
de la unién con la celulosa. Entre las funciones
principales tenemos la de mantener la enzima prox-
ima al sustrato, lograr el reconocimiento con el
sustrato, y, por ultimo, la disrupcion de la estruc-
tura. Existen dos mecanismos para la hidrélisis
con dichas enzimas, la de conservacion y de inver-
sién de la configuracién del carbono anomérico.
La hidrdlisis del enlace glucosidico es catalizada
por dos aminodcidos presentes en el sitio catalitico,
donde el primero actia como un dcido general en-
cargado de la donacién de protones, mientras el
segundo como un nucledfilo/base. Dependiendo de
la posicion espacial de estos aminodcidos, la hidréli-
sis se produce cuando se encuentran a una distancia
entre 5,5 A y 10 A. Durante la hidrélisis por conser-
vacion, la degradacién de la celulosa empieza por
un proceso de glucosilacién para posteriormente
generar la deglucosilacion, obteniéndose de esta
forma el producto hidrolizado. Por otro lado, en el
mecanismo de inversion, la hidrélisis se realiza en
una sola etapa, donde se genera la incorporacion de
la molécula de agua entre la base y el azicar [4, 6].

En este contexto, el presente estudio tuvo como
objetivo, optimizar la hidrélisis enzimatica del
rastrojo de maiz, utilizando celulasas de Aspergillus
niger. Los residuos tratados podrian convertirse
en una alternativa de alimento para el ganado,
incrementando su digestibilidad y reduciendo los
impactos ambientales causados por la industria
ganadera.
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2 Materiales y métodos

El presente estudio se realizé en los laboratorios
de Biotecnologia Animal y de Investigaciones de
la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
Durante la experimentacién se realizé un disefio
multifactorial, teniendo como factores al pH del
medio y el tiempo de hidrdlisis enzimética, ademads
de la variable de respuesta que fue la concentracion
de azdcares reductores. Con los resultados obtenidos
se establecieron las condiciones con las que se
optimizaria el proceso hidrolitico del rastrojo de
maiz.

2.1 Identificacion del rastrojo de maiz utilizado

La muestra utilizada para la presente investigacion se
la obtuvo de diferentes productores de maiz de la var-
iedad suave de la ciudad de Riobamba, zona andina
de Ecuador, se denomina rastrojo de maiz a la planta
completa exceptuando la raiz, luego de la cosecha
de la mazorca con grano, cuya longitud o altura os-
cila entre 0,95 hasta 1,80 m, de naturaleza aspera
visiblemente rica en material lignocelulésico, color
en tonalidad amarillenta parduzca, generalmente se
lo apila pos cosecha para distintos usos como ali-
mento directo del ganado, material combustible para
la cocina rural, fertilizante, material de construccion
de cercas, etc. Este material fue secado a temper-
atura ambiente y a la sombra, previo a su utilizacion
en la parte experimental.

2.2 Caracterizacion quimica del rastrojo de
maiz

Se determiné el porcentaje de Materia seca (MS),
materia orgdnica (MO), cenizas, proteina cruda (PC),
extracto etéreo (EE), contenido de lignina y celulosa.
El andlisis se realizé en el laboratorio de Servicio de
Anélisis e Investigacion en Alimentos del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP),
mediante los métodos citados en la Tabla 1. Poste-
riormente se realizé el secado del rastrojo a temper-
atura ambiente y a la sombra, previo a su trituracién
en un molino Wiley. Finalmente se tamiz6 la mues-
tra por un tamiz de 3 mm de didmetro, eliminando
los residuos de mayor tamafio.

Tabla 1. Métodos utilizados para la caracterizacion del rastrojo

de maiz
Pariametros Método Método de referencia
Materia seca MO-LSAIA-01.01 U. Florida 1970
Materia orgdnica  MO-LSAIA-01.02 U. Florida 1970
Cenizas MO-LSAIA-01.02 U. Florida 1970
Proteina cruda MO-LSAIA-01.04 U. Florida 1970
Extracto etéreo MO-LSAIA-01.03 U. Florida 1970
Humedad MO-LSAIA-01.01 U. Florida 1970
Lignina MO-LSAIA-02.03 U. Florida 1970
FDA MO-LSAIA-02.02 U. Florida 1970

Fuente: Laboratorio de servicio de andlisis e investigacién en
alimentos del INIAP, 2017.

2.3 Pretratamientos e hidroélisis enzimatica del
rastrojo de maiz

Previo al proceso hidrolitico se realizaron tres difer-
entes pre-tratamientos: En el primero, el rastrojo de
maiz fue secado a diferentes temperaturas (45, 50,
55y 60 °C), evitando cualquier tipo de alteracién
de la estructura del rastrojo. Tal residuo sin pre-
tratamiento se denomina como blanco, mismo que
viene identificado a nivel experimental como P1T1,
P1T2 P1T3 y P1T4, donde Tx representa la temper-
atura a la cual se secé el rastrojo.

El segundo pre-tratamiento (Véase Figura 1), fue
de tipo alcalino, mismo que se realizé en un reactor
(1 L de capacidad), con 16 g de rastrojo de maiz y
320 ml de una soluciéon de NaOH al 2% (p/v), el
cual fue llevado a una temperatura de 80 °C por un
lapso de una hora. Posteriormente el residuo pre-
tratado fue lavado y tamizado (tamiz 38 um) con
agua destilada hasta su neutralidad. Por dltimo, se
colocd en una estufa para su secado a 45, 50, 55
y 60 °C respectivamente. El residuo obtenido es
conservado bajo condiciones anhidras previo a la
hidrélisis enzimatica [5], siendo identificados como
P2T1, P2T2, P2T3 y P2T4 (Pre-tratamiento de tipo
alcalino, secado a temperatura Tx).

El tercero fue de tipo 4cido-alcalino (Véase
Figura 2), consistié en el pre-tratamiento dentro
de un reactor (1 L de capacidad) a 136 °C durante
30 min, de 30 g de residuo y 300 ml de H,SO4, al
1,5% (p/v). Posteriormente, el reactor es enfriado
en un bafio de agua fria hasta alcanzar los 30-35 °C
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aproximadamente [10]. El residuo pre-tratado es
lavado hasta su neutralidad con agua destilada en un
tamiz de 38 um, para ser secado a una temperatura
de 45, 50, 55 y 60 °C, durante 4 dias. El rastrojo
obtenido es sometido al pre-tratamiento alcalino
descrito anteriormente. Finalmente, el residuo
es identificado con P3T1, P3T2, P3T3 y P3T4
(Pre-tratamiento de tipo 4cido-alcalino, secado a
temperatura Tx).

Pretratamiento
Alcali

Mezclar en el reactor 16 g de
rastrojode maiz con 320 mlde
solucién de NaOH al 2% (peso /

Llevar a cabo la reaccién a
80 °C por una hora.

Lavar los residuos pre
tratadoscon agua destilada [«
hasta su neutralidad.

|

Secar en un horno a (45,
50, 55y 60 °C)

Separar el residuo sdlido
usando un tamiz de tamafio
demalla de 38 um

Mantener los

residuos

lignoceluldsicos bajo

condiciones anhidra

Figura 1. Procedimiento para el Pre-tratamiento alcalino de los
residuos lignoceluldsicos.
Fuente: Lee, et al. (2015) [9].

Pretratamiento
Alcali

Mezclar en el reactor 16 g de
rastrojode maiz con 320 mlde
solucién de NaOH al 2% (peso /

Llevar a cabo la reaccion a
80 °Cporuna hora.

Lavar los residuos pre
tratadoscon agua destilada 1«
hasta su neutralidad.

|

Secar en un horno a (45,
50, 55v 60 2C)

Separar el residuo sélido
usando un tamiz de tamafio
demalla de 38 um

Mantener los

residuos

lignoceluldsicos bajo

condiciones anhidras

Figura 2. Procedimiento para el pre-tratamiento 4cido alcalino
de los residuos lignocelul6sicos.
Fuente: Garcia et al. (2014) [10].

2.4 Preparacion soluciones buffer pH 4,0; 4,8;
y 5,6

Para la hidrélisis de los residuos pre-tratados se
prepararon soluciones buffer de Citrato-Fosfato de
concentracién de 50 mM, necesarios para la sol-
ubilizacion de las enzimas previo al proceso de
degradacién de la celulosa en la hidrdlisis del ras-
trojo de maiz. Las soluciones de diferentes pH
(4,0; 4,8; y 5,6) se calcularon mediante el soft-
ware Buffer Market (2020). Una vez preparadas
las mismas, se adiciond azida sédica a una con-
centracion del 0,005% (p/v), con la finalidad de in-
hibir el crecimiento de microorganismos durante la
hidrdlisis [11].

2.5 Hidrdlisis enzimatica

Luego del pre-tratamiento, se procedid a realizar
la hidrélisis enzimatica, colocando en matraces
Erlenmeyers 1,25 g. de residuo y 62,5 ml. de
solucion buffer de Citrato/Fosfato (pH 4,0; 4,8 y
5,6), el cual contiene azida sddica al 0,1%, segin
el método de Merck (2018) [12]. para inhibir el
desarrollo microbiano que pueda interferir durante
la degradacién de la celulosa del rastrojo.

Finalmente se incorporaron 0,03125 g de Celu-
lasas del Aspergillus niger, previo al proceso de in-
cubacién en un Orbicult TM Incubator Benchtop
Shaker a 50 °C. y 150 RPM durante 24, 48 y 72
h. Al finalizar cada intervalo, fueron extraidos 5 ml.
de la solucién hidrolizada. Las muestras obtenidas
fueron centrifugadas a 8000 rpm. durante 10 min.
recuperdndose el sobrenadante, necesario para la
cuantificacién de azicares reductores a través del
método del dcido dinitrosalicilico (DNS) [11].

2.6 Analisis de azucares reductores

Para la determinacién de azicares reductores se
construyé una curva de calibraciéon a partir de
soluciones estandares de 50, 100, 150, 200, 400, 600
ppm. de glucosa. La preparacion tanto de estdndares
como de muestras, se lo realizé adicionando 0,5 ml.
de la solucién DNS a 0,5 ml. de muestra extraida.
Las muestras fueron llevadas a digestién en bafio
Maria por 5 minutos, luego del cual se adicionaron
5 ml. con agua destilada, dejandolo reaccionar por
cerca de 15 min., tiempo en el que se producird la
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oxido-reduccién de los azicares presentes, segin el
método de Avila, et al. (2012) [13].

Finalmente se leen las absorbancias de las mues-
tras a 570 nm. en un espectrofotémetro (THERMO
SCIENTIFIC GENESIS 10S UV-VIS). Las concen-
traciones de azticares fueron determinadas a partir de
la ecuacion de regresion lineal obtenida de la curva
de calibracion.

Finalizada la hidrolisis enzimatica, se realizé el
andlisis estadistico con los resultados obtenidos
de las lecturas realizadas, utilizando el software
SPSS (Versién 2019); permitiendo determinar las
condiciones 6ptimas en las que se obtendria una
mayor degradacién de la celulosa presente en el
rastrojo de maiz hidrolizado [13].

3 Resultados y discusion

Una vez realizada la caracterizacién del rastrojo
de maiz previo al proceso de pre-tratamiento, se
obtuvieron los siguientes resultados (Véase Tabla 2).

Tabla 2. Caracterizacién del rastrojo de maiz

Indicador Método Unidad Valores
Humedad MO-LSAIA-01.01 % 34.29
Cenizas MO-LSAIA-01.02 % 10.85
Extracto Etéreo = MO-LSAIA-01.02 % 0.67
Proteina cruda MO-LSAIA-01.04 % 5.44
Materia seca MO-LSAIA-01.03 % 65.71
F.D.A MO-LSAIA-01.01 % 47.26
Celulosa MO-LSAIA-02.03 % 40.64
Lignina MO-LSATIA-02.02 % 6.62

Fuente: Laboratorio de servicio de andlisis e investigacién en
alimentos del INIAP (2020).

Como se observa en la Tabla 2, la caracterizacién
quimica del rastrojo muestra un contenido represen-
tativo de celulosa (40,64%), lignina (6,62%) y Fibra
Detergente Acida (47,26), sin descartar la concen-
tracién de proteina y de cenizas que se encuentran
en torno al 5,44 y 10,85%. respectivamente, con-
firmando asf su potencial utilizacién como materia
prima para la obtencién de bioetanol o como ali-
mento para el ganado previo a un proceso de hidroli-
sis. El contenido de lignina responsable de la rigidez
del rastrojo (6,62%), es menor al observado en plan-
tas herbaceas y en arbustos, valor que bordea el 20

% [14], las diferentes propiedades fisicas y quimicas
de la lignina pueden tener varios efectos sobre la
hidrdlisis enzimdtica de sustratos lignoceluldsicos
[15], mientras que la Fibra Detergente Acida (FDA)
es igual al 50%. Los forrajes de buena calidad pre-
sentan valores superiores al 70% de FDA, un pre-
tratamiento o una hidrdlisis enzimética del residuo
mejorarian la calidad del rastrojo del maiz previo a su
utilizacién como alimento para el ganado, incremen-
tando la digestibilidad [16], aunque hasta ahora, la
sacarificacion de residuos lignocelulésicos mediante
hidrélisis enzimatica produce bajos rendimientos, lo
cual dificulta su uso a nivel industrial [17].

Durante el pre-tratamiento aplicado al rastrojo de
maiz se pudo observar que de acuerdo al proceso
alcali y 4cido—dlcali, la cantidad de sustrato utilizado
se reduce debido a la deslignificaciéon oxidativa que
permite el rompimiento y la solubilizacién de la lign-
ina, con la finalidad de incrementar la accesibilidad
de la enzima a la celulosa durante la hidrélisis [18].
Pues, el efecto del pretratamiento en materiales lig-
noceluldsicos ha sido reconocido en el tiempo, su
proposito es remover la lignina y la hemicelulosa,
reducir la cristalinidad de la celulosa y aumentar la
porosidad del material, aunque las principales dificul-
tades al realizar hidrdlisis enzimdtica de biomasa lig-
noceluldsica estan relacionadas con la baja actividad
especifica de las enzimas actualmente disponibles,
lo que conlleva el empleo de altas dosis de celu-
lasas, y con la propia naturaleza de la lignocelu-
losa, es por este ultimo inconveniente que el pre-
tratamiento es una etapa crucial en los procesos de
aprovechamiento de residuos lignocelulésicos me-
diante hidrdlisis enzimética [19]. El pretratamiento
de las materias primas lignoceluldsicas se realiza
bajo ciertas condiciones de severidad, lo que suele
provocar degradacién de la lignina y de los azu-
cares hemicelulésicos y/o celulésicos, formandose
compuestos téxicos o inhibidores que pueden influir
negativamente en las etapas posteriores de hidréli-
sis enzimdtica y fermentacion [20] citado por Pani-
agua, (2020) [21]. Entre los principales factores que
afectan a la hidrdlisis enzimatica de la celulosa, se
encuentran: la naturaleza del sustrato y el tipo de
pretratamiento al que ha sido sometido, la actividad
de las celulasas y las condiciones de la reaccién enz-
imética (principalmente pH, temperatura y tiempo)
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[22], por lo que para mejorar el rendimiento y la
velocidad de la etapa de hidrdlisis enzimatica, los
trabajos publicados se enfocan en la optimizacién
del proceso de hidrdlisis y en el aumento de la activi-
dad enzimdtica. Relacionando la masa del residuo
previo y posterior al proceso de pre-tratamiento, se
obtuvo la reduccién de la misma en las proporciones
que se indican en la Tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de reduccidn del rastrojo pre-tratado

Pre-tratamiento Masa inicial (g) Masa final (g) % de reduccion
Alcali 16 6,03 62,34
Acido-dlcali 30 10,99 63,40

Fuente: Autoray resultados experimentales (2020).

De acuerdo a los resultados obtenidos, los resid-
uos tratados mediante el proceso acido-dlcali pre-
sentan un mayor porcentaje de reduccién debido
principalmente a las reacciones generadas tanto
en el medio dcido como en el medio alcalino,
lo cual incide en una mayor solubilizacién de
la lignina y mayor degradacién de la celulosa y
hemicelulosa [23].

Una vez realizado el pre-tratamiento y la hidréli-
sis con enzimas de Aspergillus Niger, se observé que
el rastrojo de maiz sin pre-tratamiento, hidrolizado
a pH de 4,8 por 72 horas, presenté una mayor con-
centracion de azicares reductores si se compara con
los residuos pre-tratados en condiciones alcalinas
y 4cido-alcalinas. Ademads, los residuos secados a
60 °C, presentaron una mayor concentracion de azui-
cares en el sobrenadante a diferencia de los otros que
fueron secados a las diferentes temperaturas citadas
(45, 50y 55 °C) Los indicadores anteriormente cita-
dos fueron determinados como las condiciones 6p-
timas para la hidrdélisis enzimatica (Véase Tabla 4),
lo cual contrasta con las condiciones 6ptimas para la
hidrdlisis de cdscaras de platano, que fueron 35 °C,
5 dias, y pH de 5,5 [24].

Tabla 4. Condiciones 6ptimas para la hidrélisis enzimatica

Pre-tratamiento Temp. de pH de Tiempo de
secado hidrdlisis hidrolisis
Sin pre-tratamiento 60 °C 4.8 72 horas

Fuente: Autora y resultados del trabajo experimental (2021).

Los pre-tratamientos alcalino y 4cido-alcalino
aplicados al rastrojo, estarian contribuyendo con
la degradacién de las cadenas celulésicas en azu-
cares reductores durante su digestién alcalina y
acida-alcalina; por lo que, durante la neutralizacién
de las muestras, se eliminarian las mismas en el
lavado. Ante esto, la hidrolisis de los residuos sin
pre-tratamiento previo, presentaria mayores concen-
traciones de azucares reductores en comparacion a
los demas tratamientos. De acuerdo a Narciso (2007)
[25], la hidrélisis enzimética del bagazo de cafia sin
pre-tratamiento previo, obtiene una mayor concen-
tracion de aztcares reductores; por lo que al ser el
maiz una planta de la misma familia que la cafia azu-
carera, tendria un comportamiento similar durante un
proceso hidrolitico, favoreciendo la conservacién de
los azicares en el medio acuoso; por lo que, el azui-
car obtenido durante el pretratamiento del rastrojo de
maiz, se estaria eliminando durante la neutralizacién
con agua destilada.

Las concentraciones de azicares en el sobre-
nadante de los residuos hidrolizados a pH 4,8 durante
72 horas, presentaron valores que varian entre 250
hasta 480 ppm. Las altas concentraciones de azu-
cares detectadas en los residuos sin pre-tratamiento
y sometidos a un pre-tratamiento alcalino (Véase
Figura 2), estarfan relacionadas tanto con la efec-
tividad de las enzimas (pH en torno a 5), como con
la composicién quimica del rastrojo, debido a que
el contenido de lignina se encuentra por debajo del
6,62%. EIl bajo contenido de lignina favoreceria
el accionar de las celulasas sobre las estructuras
celulésicas, hidrolizando tanto la celulosa como la
hemicelulosa presente en los residuos. Segtin [22],
existe un alto efecto sinérgico que se produce entre
las endoglucanasas y las celobiohidrolasas, el cual
es necesario para que haya una eficiente hidrdlisis de
la celulosa. Ademas, los productos liberados por las
endoglucanasas y celobiohidrolasas, especialmente
la celobiosa, producen un fuerte efecto inhibidor en
la actividad de ambas enzimas, por lo que se requiere
la presencia de B-glucosidasas, que degraden la celo-
biosa, para que la hidrdlisis transcurra de manera
eficaz [22]. Por tanto, es entendible que si el com-
plejo de celulasas no tiene suficiente actividad de
B-glucosidasa, serd necesaria una adicion externa
para aumentar la eficiencia enzimaética.

104  Revista Ciencia en Desarrollo, Vol. 12 No. 1, enero-junio de 2021



M. A. Olivo Urbina et al.

500.00

45000

200,00

50.00

300.00

250.00

200.00

150.00

100.00

CONCENTRACIGN AZUCARES REDUCTORES (MG/L)

50.00
000

Figura 3. Concentracion de Azicares reductores vs
Tratamiento aplicado a pH 4. Pretratamiento aplicado a una
determinada temperatura (PxTXx).

500,00
Z 45000
g

2

= 400.00

350.00

CONCENTRACION AZUCARES REDUCT ORES

Figura 4. Concentracion de Azicares reductores vs
Tratamiento aplicado a pH 4,8. Pretratamiento aplicado a una
determinada temperatura (PxTx).

500,00

2 45000
g

L

350,00

300,00

25000

20000

150,00

CONCENTRACION AZUCARES REDUCTORES (M

5 8

o
3
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determinada temperatura (PxTx).

El pretratamiento alcalino aplicado al rastrojo de
maiz, generd un efecto sobre la lignina, toda vez que
el hidréxido de Sodio (NaOH) contribuiria con la
solubilizacion de la misma, favoreciendo el accionar
de las celulasas sobre la el rastrojo pretratado.

La hidrdlisis quimica de residuos lignoceluldsicos
en presencia de NaOH a bajas concentraciones
(Solucién al 5%), incrementaria la solubilidad de
la lignina en residuos que contengan entre el 10 y
el 18% de la misma, siendo mas efectiva que el
Ca(OH); [26]. El accionar del NaOH sobre la lignina
presente en el rastrojo, permitiria la conservacion de
azucares en la celulosa; por lo que, estos podrian
liberarse durante la hidrélisis enzimatica (Véase
Figura 2).

Contrario a lo observado en la hidrdlisis enz-
imética del rastrojo sometido a un pretratamiento
alcalino, la efectuada con los residuos pretratados
con un proceso acido-dlcali, no mostraron resultados
importantes, toda vez que el pretratamiento antes
sefalado, habria degradado en mayor medida los en-
laces glucosidicos y las estructuras lignocelulésicas,
ocasionando una mayor solubilizacién de los azu-
cares obtenidos durante la neutralizacién del rastrojo
pretratado. El pretratamiento acido-dlcali reduciria
entre el 80 y el 95%. de los azicares presentes en
el rastrojo de maiz, debido a la solubilizacién de
la lignina y a la pérdida de los azticares durante el
lavado[23].

De acuerdo a la prueba de efectos entre variables
(Véase Tabla 5), se evidenci6 que la correlacidn entre
las variables (pre-tratamientos, tiempos, temperat-
uras y pH), muestran diferencias significativas en
la mayoria de las interacciones, lo cual indicaria
que las concentraciones de azicares reductores de
los tratamientos difieren entre si; sin embargo, la
interaccion entre los tiempos de incubacién y las
temperaturas de secado del sustrato, generaria poca
significancia; por lo que, las concentraciones de azu-
cares durante la hidrélisis no se verian afectadas por
las temperaturas de secado de los residuos.

De acuerdo al andlisis de variables se determiné
la existencia de diferencias significativas entre los
tipos de pretratamiento, el pH de hidrdlisis y los
tiempos de incubacién (p < 0.05); por lo que
al realizar el analisis de medias, la hidrélisis de
los residuos sin pretratamiento, a pH 4,8 y 72
horas de incubacién, fue la que presenté mejores
resultados; por lo que, la hidrdlisis enzimética bajo
estas condiciones, permitirfan optimizar el rastrojo
de maiz como alimento para el ganado o como fuente
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Tabla 5. Pruebas de efectos entre variables. Variable
dependiente: concentracion de azicares reductores

Tabla 7. Medias de las concentraciones de aziicares reductores
en relacién con los pre-tratamientos (Tukey B%?

Origen gl Sig. Nivel de Sig. . Subconjunto
Pre-tratamientos N
Modelo 108 ,000 Hkk 1 2 3
Pre-tratamientos 2,000 ok pre-tratamiento dcido-dlcali 108  9,9306
Tiempos 2,000 ok pre-tratamiento dlcali 108 102,4653
Temperatura 3,000 ok sin pre-tratamiento 108 140,2083
pH 2,000 o Fuente: Autora (2020).
Tratamiento * tiempos 4,000 Fokk
Tratamiento * temperatura 6 ,000 Fkk
Tratamiento * pH 4,000 o entre las medias de las concentraciones de aziicares
Tiempos * temperatura 6 013 NS reductores de los diferentes tratamientos, siendo el
Tiempos * pH 4000 - rastrojo de maiz sin pre-tratamiento el que mejor
Temperatura * pH 6 .000 o respuesta presenta con relacién a los residuos pre-
Tratamiento * tiempos * temperatura 12,000 s tratados; sin embargo, la media de las concentra-
Tratamiento * tiempos * pH 8 000 sk ciones del pre-tratamiento alcalino es representativo.
Tratamiento * temperatura * pH 12,000 HAE
Tiempos * temperatura * pH 12,000 e Tabla 8: Anova de los tlf?mpos de incubacion. Variable
) ) dependiente: concentracion de aziicares reductores
Tratamiento * tiempos * temperatura * pH 24,000 HAE
Error 216 Sumade gl Media F  Sig. Nivel de
Total 324 cuadrados cuadrdtica Sig.
Nota: NS No significativo. *** Significativo. Ernutriq 129483,68 2 64741,84 6,25 0,002 ok
Fuente: Autora (2020). S
Dentro - 33,4198,74 321 10355.75
de grupos
de produccién de bioetanol. Total 345368242 323

Los analisis de varianza (Anova), se efectuaron
para determinar las condiciones en las que se pro-
duciria una mayor liberacién de azicares reductores
en cada uno de los tratamientos estudiados, esto es
en relacion al pre-tratamiento aplicado, el pH de la
hidrdlisis, la temperatura de secado de los residuos,
y el tiempo de incubacidn, observandose el siguiente
comportamiento.

Tabla 6. Anova de los pre-tratamientos. Variable dependiente:
concentracion de azicares reductores

Suma de gl Media F Sig. Nivel de
cuadrados cuadrética Sig.
Entre 970542,448 2 485271,22462,732 ,000 HkE
grupos
Dentrode  183130.074 321 7735,639
grupos
Total 3453682,422 323

Fuente: Autora (2020).

Con este andlisis (Tablas 6 y 7), se evidenci6 un
nivel de significancia inferior a 0,001; lo que indica
la existencia de diferencias altamente significativas

Fuente: Autora (2020).

Tabla 9. Medias de las concentraciones en relacion con los
diferentes tiempos (Tukey B%?)

Subconjunto para alfa = 0,05

Tiempos N
1 2
24 108 60,8912
48 108 82,0023 82,0023
72 108 109,7106

Fuente: Autora (2020).

Con respecto al Anova de los tiempos de in-
cubacién (Tablas 8 y 9), se evidencio6 que el nivel de
significancia es menor a 0,01, lo que indica que la
diferencia entre las medias de las concentraciones
de azucares reductores obtenida para los grupos en
los subconjuntos homogéneos son significativas, ex-
istiendo cierta similitud entre las medias obtenidas
a las 24 y 48 horas como también entre las 48 y
72 horas de incubacioén, evidencidndose una mayor
presencia de azicares al finalizar la experimentacion,
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es decir, el tiempo 6ptimo de incubacion seria a las
72 horas.

Tabla 10. Anova de las temperaturas de secado. Variable
dependiente: concentracién de aziicares reductores

Suma de gl Media F Sig. Nivel de
cuadrados cuadrdtica Sig.
Entre 4668,72 3 1556242 0,144 0933 NS
grupos
Dentrode 511001370 320 10778,168
grupos
Total 345368242 323

Fuente: Autora (2020).

Tabla 11. Medias de las concentraciones en relacién con las
diferentes temperaturas (Tukey B%?)

Subconjunto para ¢ = 0,05

Temperatura (°C) N

1
55 81 80,6636
50 81 81,0494
45 81 85,0154
60 81 90,0772

Fuente: Autora (2020).

En relacién al Anova de las temperaturas de
secado del rastrojo (Tablas 10 y 11), con o sin pre-
tratamiento se observa que el nivel de significancia
es superior a 0,05, lo que indica que la diferencia
entre las medias de las concentraciones de aziicares
reductores obtenida para los grupos en los subcon-
juntos homogéneos no son significativas, por lo que
el secado del residuo a diferentes temperaturas (45,
50, 55 y 60 °C) no incidiria sobre el incremento
de las concentraciones de azicares en los diferentes
tratamientos.

Tabla 12. Anova de los pH de los diferentes tratamientos.
Variable dependiente: concentracion de azicares reductores

Suma de gl Media F  Sig. Nivel de
cuadrados cuadrética Sig.
Entre 122721956 2 613609,78 88,46 ,000  ***
grupos
Dentrode ) cu6086 321 6936.02
grupos
Total 3453682,42 323

Fuente: Autora (2020).

Tabla 13. Medias de las concentraciones en relacion con los
diferentes pH (Tukey B%?)

Subconjunto
pH N
1 2 3
4,0 108 31,9792
5,6 108 50,0116
4,8 108 170,6134

Fuente: Autora (2020).

Del Anova realizado sobre los valores de pH uti-
lizados durante la hidrélisis enzimatica (Tablas 12
y 13), se estableci6 que el nivel de significancia es
menor a 0,001, lo que indica que la diferencia entre
las medias de las concentraciones de azicares reduc-
tores obtenida para los grupos en los subconjuntos
son significativas, es decir, los valores obtenidos de
las medias de las concentracidn de azticares a difer-
entes pH (4,0; 4,8 y 5,6), difieren entre si, sin em-
bargo, de acuerdo a los resultados mostrados, el pH
optimo en el que se obtiene una mayor concentracion
de azucares reductores es a 4,8.

Al realizar un andlisis grifico de las medias
marginales estimadas de la concentracién de azu-
cares reductores en relacion a las distintas variables
evaluadas, tenemos lo siguiente:

tigmpos
—24
48
72

200,00

150,00

100,00

5000

Medias marginales estimadas

T T T
&in pre. & dcali  pee.

nierte heid
dlcak

Pre-tratamientos

Figura 6. Medias marginales estimadas de concentracién en
relacion a: pre-tratamientos vs tiempos.
Fuente: Autora (2020).

Del andlisis efectuado entre las medias marginales
de las concentraciones y la relacion pre-tratamiento
versus tiempo, se observa que la utilizacién del
rastrojo de maiz sin pre-tratamiento generd una
mayor produccion de azicares a las 72 horas de
incubacién en contraste con los residuos pre-tratados
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en un medio alcalino y alcalino-4cido; sin embargo
la produccion de azicares reductores a partir de los
residuos pre-tratados mediante el proceso alcalino,
alcanz6 una importante concentracién, que seria
ligeramente inferior a los obtenidos con el residuo
sin pre-tratamiento (Véase Figura 4).

temperatura
—as
]
55
—&0

150,00

100,00~

Medias marginales estimadas

50,00

s

T T T
sin pre-tratanients  pre-tratansento dcal  predratamiento bcido -

Aol

Pre-tratamientos

Figura 7. Medias marginales estimadas de concentracién en
relacién a: pre-tratamientos vs temperatura.
Fuente: Autora (2020).
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Medias marginales estimadas

50.00- —

oo

T T T
sinpretratamisnic  pre-tratamiento dlcal  pre-trataméento deido -
alcal

Pre-tratamientos

Figura 8. Medias marginales estimadas de concentracién en
relacion a (pre-tratamientos vs pH).
Fuente: Autora (2020).

Como se evidencia en el Figura 5, las concentra-
ciones de aztcares versus los pre-tratamientos y las
temperaturas de secado del residuo, indica que no
existen diferencias significativas entre las temperat-
uras de secado, por lo que se infiere que la hidrélisis
de los residuos tinicamente depende del tipo de pre-
tratamiento aplicado durante la experimentacion.

Con respecto a la relacién entre las concentra-
ciones de azicares versus los pre-tratamientos y pH
utilizados durante la hidrélisis (Figura 6), se observa
que un pH en torno a 4,8 produce una mejor activi-
dad enzimadtica lo cual estaria relacionado con la
concentracion de azicares obtenidos, por lo que un

pH 4 y 5,6 no incidirian mayormente sobre el pro-
ceso de degradacion del rastrojo de maiz, por lo que
las concentraciones serian bajas siempre que el pH
sea distinto a 4,8; todo esto se debe a la proximidad
al rango de eficiencia que presentan las enzimas.

120,00 temperatura
45
50

- 60

100 00

80.00-]

Medias marginales estimadas

50.00-

T T
24 a8 72
tiempos

Figura 9. Medias marginales estimadas de concentracién en
relacion a: tiempos vs temperaturas.
Fuente: Autora (2020).

Como se observa en el Figura 7, la relacion entre
las concentraciones de azicares versus las temperat-
uras de secado del rastrojo pre-tratado, no presenta
diferencias significativas, mientras que el tiempo de
incubacién genera una mayor concentracion de azu-
cares reductores a las 72 horas, el cual seria el tiempo
Optimo para que se generen concentraciones repre-
sentativas de azucares reductores durante la hidroli-
sis enzimatica.

250.00 P

wmae LT
mmo

200.00-]

150,00

100 .00

Medias marginales estimadas

50,00

T
24 48 72

tiempos

Figura 10. Medias marginales estimadas de concentracién en
relacién a: tiempos vs pH.
Fuente: Autora (2020).

En el analisis de las medias marginales de las con-
centraciones de azicares en funcién de la relacién
entre el pH y los tiempos de incubacién durante la
hidrdlisis, se observa que a un pH de 4,8 se pro-
duce una mayor degradacion del rastrojo de maiz
y que conforme avanza el tiempo de incubacion, la
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concentracion de azicares reductores tiende a incre-
mentarse. Ademads, se pudo constatar que a un pH
4y 35,6,y atiempos inferiores a las 72 horas, las
medias marginales de las concentraciones no serian
representativas, todo esto debido a la proximidad
que tendria el pH 4,8 al 6ptimo requerido para la
actividad de las enzimas (Véase Figura 8).

200,00

Y]

150,00

100.00

Medias marginales estimadas

20,00~

T T T T
45 =0 =5 &0

temperatura

Figura 11. Medias marginales estimadas de concentracién en
relacion a: temperaturas vs pH.
Fuente: Autora (2020).

Como se indica en el Figura 9, la relacién en-
tre las medias marginales de las concentraciones de
azucares con respecto al pH y las temperaturas de
secado del rastrojo de maiz, confirman lo indicado
anteriormente, donde el pH 6ptimo de la hidrdlisis
es de 4,8 mientras que la temperatura de secado no
generd variaciones significativas; sin embargo a un
pH de 4,8, los residuos secados a 60 °C provocaron
un ligero incremento en las concentraciones de azu-
cares, lo cual no difiere mayormente con los valores
alcanzados por los demds tratamientos, donde el ras-
trojo utilizado fue secado a 45, 50 y 55 °C.

Frente a los resultados y a las graficas analizadas
anteriormente se pudo corroborar que las mejores
condiciones en las que se produjo la hidrdlisis
enzimdtica del rastrojo de maiz, se dieron a un pH
de 4,8 y un tiempo de incubacién de 72 horas; sin
embargo, en relacién al pre-tratamiento aplicado, se
evidencié que la mayor concentracién de azdcares
reductores se obtuvo de los residuos que no fueron
sometidos a un pre-tratamiento, y que fueron secados
a una temperatura de 60 °C.

4 Conclusiones

La optimizacién de la hidrélisis enzimatica del
rastrojo de maiz, se logré realizando una trituracion,

tamizaje y secado a 60 °C e hidrolizdndolo a un pH
de 4,8 durante 72 horas de incubacidn, obteniéndose
concentraciones de aztcares reductores en torno a
los 480 ppm; sin embargo, la hidrdlisis del rastrojo
sometido a un pre-tratamiento alcalino, secado a
45 °C. y a pH de 4,8, generé concentraciones
cercanas a las 450 ppm, luego de 72 horas de
incubacién, pudiéndose aprovechar tales residuos
para la produccion de bioetanol y como alimento
del ganado, previo a una cuantificacién inicial del
contenido de lignina.

El contenido de celulosa ubicado en 40,64%, la
fibra detergente acida de 47,26%, una proteina cruda
de 5,44% y principalmente la lignina en alrededor
del 6,62% considerada como baja en relacién a otras
plantas herbéceas; hacen que el aprovechamiento del
rastrojo de maiz, como fuente de carbohidratos seria
importante en la industria alimentaria animal, luego
de efectuada una hidrdlisis enzimética.

La aplicacion del pretratamiento dcido-dlcali, fa-
voreceria la degradacién de las estructuras ligno-
celulésicas del rastrojo; sin embargo, la accion del
NaOH y del H,SOy4, disminuiria la disponibilidad de
celulosa en la hidr6lisis enzimética, toda vez que du-
rante la neutralizacion, se solubilizarian los aziicares
degradados durante la digestién efectuada.
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