Universidad de Matanzas Sede “Camilo Cienfuegos”

Facultad de Ciencias Técnicas

Dpto. de Quimica e Ing. Quimica

Tesis de grado en opcién a Ingeniero Quimico.

Autor: Miriam Barbara Orozco Bravo
Tutores: MSc. Ena Hernandez Lopez

Ing. Juventino Herrera Pérez.

Matanzas, 2015



Declaracion de autoridad

Declaro ser la Unica autora de este trabajo de diploma que lleva como
titulo:”Proceso_de sacarificacion _de los tallos de yuca residuales para

obtener levadura Torula”, y autorizo a la Universidad de Matanzas Sede

Camilo Cienfuegos a hacer uso del mismo con la finalidad que estime

conveniente.

FIRMA



Nota de aceptacion

NOMBRE Y APELLIDOS FIRMA

NOMBRE Y APELLIDOS FIRMA

NOMBRE Y APELLIDOS FIRMA



Dedicatoria

A mi mama y a mi papa por educarme y haber logrado en mi el espiritu de
superacion que inculcaron con su ejemplo, por ser las razones por las cuales

hoy estoy en la cima de mi suefio que a la vez, es su suefio.



Agradecimientos

A DIOS por darme la salud y la fuerza para mantenerme firme y hoy poder

cumplir mi suefio.
A la Revolucion Cubana por brindarme la oportunidad de superarme.

A Ena Hernandez Lopez por brindarme su apoyo incondicional y su carifio y ternura,
gue me dieron fuerzas para seguir adelante, y a José Laucerica por su paciencia y por
ayudarme en la experimentaciéon y a Juventino Herrera por el apoyo incondicional

brindado para la realizacién de este trabajo, aun en condiciones dificiles.

A mi mama Miriam Bravo Pérez por su dedicacion, desvelo y apoyo para mi
educacion, por estar siempre presente cuando mas la necesitaba, por su

aliento incondicional y porque sin su apoyo esto no hubiera sido posible.

A mi papa Antonio Orozco Betancourt que se sacrificé siempre al maximo para
gue yo pudiera continuar estudiando y cumplir mi suefio, que sin su presencia 'y

apoyo tampoco hubiera sido posible.

A mi hermana Yamilis y mi sobrina Liliana por protegerme y estar siempre

conmigo.

A mis primas Yenisleidys y Reglita por ayudarme sin dudar cuando mas lo
necesitaba.

A mis primas Kirenia y Kenia por brindarme todo su apoyo.
A toda mi familia por la comprension.

A los trabajadores de LABIOFAM por brindarme todo su carifio y ayudarme
siempre, en especial a la China, Greter, Roberto, a todos, muchisimas gracias.

A Arley por la confianza y paciencia y por brindarme los laboratorios para

realizar los experimentos.

A los técnicos de los laboratorios por ayudarme siempre en todo y por ser tan

buenas personas, en especial a lvanis, Anita, y Daililys.



A todos los profesores de la Universidad de Matanzas Sede Camilo Cienfuegos
por brindarme el conocimiento necesario para vencer las materias y mostrarme
el camino a seguir, en especial a Josefina, Orozco, Yoney, Irina y Santiago por

apoyarme y guiarme para elevar la calidad de este trabajo.
A Carlos Martin por ayudarme y guiarme en la confeccion de este trabajo.

A los comparieros de la Sede Universitaria de Jovellanos por ofrecerme las
posibilidades para conformar este trabajo, en especial a Dania.

A Dolores por permitirme la comunicacion con mi tutora.

A mi grupo Q-51 por apoyarme siempre, por tantos momentos de alegria y por
tener a quien contar mis tristezas lejos de mi familia, en especial a Dainerys,

Claudia, Elaine, Yirela, Greta, Arianna, Rachel y Leyanet.

A TODOS GRACIAS.



Resumen

En el presente trabajo se caracterizan los tallos de yuca residuales (Manihot
esculenta Cranz) fisica y quimicamente de la variedad Sefiorita, se realiza la
hidrélisis &cida siguiendo un disefio de experimentos compuesto central, se
obtiene a partir del mismo un Optimo de minimo rendimiento para las
condiciones de: relacién liquido — sdlido de 17.5; tiempo de hidrdlisis de 1.5 hy
diametro de particulas menor o igual que 0.7mm. Este resultado es
considerado en la sacarificacion de los tallos de yuca residuales para producir
levadura Torula, siguiendo diferentes procedimientos: autohidrdlisis, hidrélisis
enzimatica de almidones, hidrdlisis acida y la combinacion de la enzimatica
seguida de la acida. Posteriormente los hidrolizados se someten a
fermentacion aerdbica utilizando la levadura candida utilis. El rendimiento de
cada hidrdlisis y el andlisis de la composicion de las corrientes obtenidas
permitieron realizar el balance de materiales y cuantificar la recuperacion y las
pérdidas de los componentes de interés. Se constatdé que en todos los
sustratos obtenidos hubo crecimiento microbiano. La hidrdlisis enziméatica
seguida de la fermentacion ofrece los mejores resultados técnica y
econémicamente. La autohidrélisis y la hidrolisis acida tuvieron similar
comportamiento. La utilizacién de los tallos de yuca permite sustituir un tercio
del maiz utilizado para la produccién de levadura Torula por lo que puede

considerarse como una materia prima alternativa.



Abstract

In this work were going to characterized the yucca stroots, physically and
chemical (Manihot esculenta Cranz), specifically the Sefiorita variety, we make
the acid hidrology following a desing experiment based in a central compound,
it is obtained from a minimum efficiency for the following conditions: relations
solid — liquids 17.5; hidrolosis 1.5h and the diameter of the particles less than
0.7mm, this result is considered in sugar conditions of the stroots to produce
Torula yeast following these steps: autohidrolisis, enzymatic hidrolisis of starch,
acid hidrolisis and the combination of enzymatic following the acid ones.
Afterwards the ones that been watered are taking to an aerobic fermentation
using yeast. The output of every hidrolisis and 4he analysis of the composition
of the obtained currents allowed us to make a balance of the materials in the
recover and the losses of the interest component. We can say that in all the
obtained subtrats have been a microbian growing. The enzymatic hidrolisis
following the fermentation offers better results, even and economical. The
autohidrolisis technical and the acid hidrolisis had similar behaiver. The use of
yucca stroots may us to substitute 1/3 per cent of corn to produce yeast, that’s

why this product may be considered an alternative solution for our problems.
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Introduccion

Durante los dUltimos sesenta afios la industria quimica se desarrollo
rapidamente gracias a la disponibilidad de materias primas y recursos
energeéticos baratos y seguros (hidrocarburos). La dependencia de los recursos
materiales y energéticos de origen fésil y el dafio ecoldgico debido al abuso de
€S0S recursos representan una seria amenaza para la industria quimica
moderna y para la prosperidad de la humanidad.

El desarrollo econémico sostenible requiere de recursos seguros y renovables
para la produccion industrial. Para esto se pretende que la industria quimica
cambie su base material de recursos inseguros y no renovables a recursos
seguros y renovables. La economia material de sustancias dependera
fundamentalmente de la biomasa vegetal. Se necesita entonces transitar de
una economia basada en hidrocarburos a una economia basada en
carbohidratos. Esto ha llevado a los investigadores a buscar materias primas
alternativas, como los materiales lignocelulésicos.

En la actualidad la biomasa lignoceluldsica constituye una de las fuentes de
energia mas extendidas en el mundo y es la fuente de energia renovable en la
gue descansan las mayores expectativas de desarrollo en las préximas
décadas (Carrasco, 2002).

Los materiales lignocelulésicos son el recurso renovable mas abundante en el
mundo, representan una materia prima atractiva para la obtencién de decenas
de productos, entre los cuales se encuentran: combustible, resinas, carbén
activado, medicamentos, levadura forrajera, fenoles, pulpa y papel, productos
de hidrdlisis (etanol, acido lactico) y sus derivados (Taherzadeh y Karimi,
2007). Estos materiales son atractivos por su bajo costo y alta disponibilidad en
diversos climas y localidades, sin embargo, el principal impedimento para su
utilizacién es la falta de una tecnologia de bajo costo para degradar la fraccion
recalcitrante de la biomasa (Gray, et al, 2006).

Una via para aumentar la eficiencia economica de la utilizacion de los
materiales lignocelulosicos es la conversion integral de la materia prima
siguiendo una filosofia de biorrefinerias, lo que implica la obtenciéon de distintos
productos a partir de los diversos componentes de la biomasa (Huang, et al,
2008).



La produccién de proteinas en Cuba esta drasticamente deprimida, de ahi que
la produccion de piensos para la alimentacion animal tenga una fuerte
dependencia de la importacibn de soya y de Northgold con destino a la
ganaderia. Por tanto, se necesita buscar alternativas nacionales para sustituir
ambos renglones importados como una via econOmica para enfrentar la
demanda creciente de alimentos para animales cuyo destino final seria la
especie humana (Herrera 'y Pons, 2014).

En Cuba, la agricultura y la agroindustria generan cantidades significativas de
residuos lignocelulésicos, los cuales no son usados econdémicamente y su
acumulacion constituye un problema para el medio ambiente. Entre los
desechos agricolas de interés se encuentran los tallos de yuca.

La produccion anual de yuca en Cuba en 2012 ascendiéo a unas 465 000
toneladas (FAOSTAT, 2014). Teniendo en cuenta que por cada tonelada de
yuca se generan 170 kg de tallos, la produccion anual de ese residuo es de
alrededor de 80 000 toneladas, de los cuales solamente una pequefia parte
recibe utilizacién. Su principal uso es la siembra de nuevas plantaciones (Oseih
y Taah, 2009), para ello solo se utiliza del 10% al 20 % (Wambin, et al, 2013).
La mayor parte constituye un excedente que no recibe ninglin uso de
relevancia y generalmente se quema o abandona en los campos (Castafio, et
al, 2011). Esto a su vez provoca erosion de los suelos y el efecto invernadero
causado principalmente por gases como el CO; (70%), metano (24%) y 6xido
nitroso (6%) (L6pez, 2011).

Teniendo en cuenta los aspectos anteriores se formula el siguiente problema
cientifico:

¢,Como garantizar el aprovechamiento de las potencialidades de los tallos de
yuca residuales para la alimentacién animal?

Se conoce del trabajo realizado en la UEB Biopropésito Espafia Republicana
sobre la obtencion de concentrados proteicos para la alimentacion animal
utilizando como materia prima: maiz, boniato, afrecho de trigo y yuca (raiz) con
resultados alentadores. A partir de esta experiencia se puede plantear la
siguiente hipotesis:

Si se someten los tallos de yuca residuales a procesos de sacarificacion se
obtiene un sustrato que permite su aprovechamiento en la obtencion de

levadura Torula.



Objetivo general

Analizar los procesos de sacarificacion de los tallos de yuca residuales en la
obtencion de levadura Torula.
Objetivos especificos

+ Caracterizar fisica y quimicamente los tallos de yuca residuales.

+ Definir el tiempo de contacto, la relacion liquido — sélido y el diametro de
particula apropiados para la hidrolisis acida diluida segun disefio de
experimentos.

+ Evaluar el efecto del procedimiento de sacarificacion de los tallos de
yuca residuales en la fermentacion del sustrato.

+ Realizar consideraciones econémicas de la propuesta planteada.



Capitulo 1: Andlisis Bibliogréfico

En el presente capitulo se presentan aspectos relacionados con los materiales
lignocelulésicos, su composicion, los tratamientos necesarios para su
aprovechamiento, se profundiza en los tallos de yuca que es la materia prima

objeto de estudio y en el proceso de fermentacion.
1.1. Labiomasalignocelul6sica como materia prima para la industria quimica.

Actualmente la Industria Quimica como parte importante de la economia
mundial, enfrenta serios retos que amenazan su desarrollo sostenible. Tiene
una economia dependiente del petrdleo en gran medida, esta es una materia
prima no renovable, y sus reservas, aun de acuerdo a los prondsticos mas
optimistas, se agotardn en unas décadas, ademas de las implicaciones
negativas hacia el medio ambiente.
Esto ha propiciado el interés en la investigacion de fuentes de materias primas
alternativas. La biomasa, por su caracter renovable y su abundancia,
representa la mejor alternativa para sustituirlo total o parcialmente. Los
materiales lignocelulésicos son los mas prometedores de entre las distintas
formas de biomasa. Constituyen una materia prima no alimenticia, rica en
carbohidratos y desempefian un papel importante en la industria quimica del
futuro (L6pez, 2013).
Las industrias basadas en los materiales lignocelulésicos deben transformar
todos los componentes en productos Utiles. Una planta de este tipo podria
elaborar las materias primas requeridas para la fabricacion de casi todos los
plasticos, fibras y cauchos sintéticos. También se pueden proyectar otros
sistemas integrados que incluyan la producciéon de energia, alimentos y
materiales. Estos sistemas pueden contribuir a satisfacer las necesidades de la
poblacion mundial en cuanto a productos quimicos. Para seguir
desarrollandose la industria quimica tiene que orientarse hacia la base de
biorrecursos.
Segun el origen de los materiales lignoceluldsicos se clasifican en seis grupos
(Sanchez y Cardona, 2007):

+ Residuos agricolas (materiales derivados del cultivo, pajas y tallos)



+ Residuos agroindustriales (bagazo de caria, rastrojo de maiz y pulpa de
aceituna)
+ Maderas (duras como aserrin, virutas, ramas y las blandas como las
coniferas)
+ Biomasa herbacea (pastos, heno y alpiste)
+ Desechos celulésicos (residuos del procesamiento del papel)
+ Residuos sélidos urbanos (papel, cartén, cascaras de frutas y verduras)
En Cuba, la agricultura y la agroindustria generan cantidades significativas de
residuos lignocelulésicos, los cuales no son usados econdémicamente y su
acumulacion es un problema para el medio ambiente.
Su explotacion correcta, siguiendo una filosofia de biorrefinerias, puede
garantizar el desarrollo sostenible de la Industria Quimica del futuro, en un
escenario de baja disponibilidad de hidrocarburos (Cheng y Zu, 2008), evitando
la competencia con la produccion de alimentos. Para ello es imprescindible

conocer su composicion.

1.2. Composicion de los materiales lignoceluldsicos

La biomasa lignocelulésica consta principalmente de tres componentes,
celulosa, hemicelulosa y lignina formando una matriz sélida que dependiendo
de las proporciones de cada polimero le confiere al material propiedades de
dureza y flexibilidad (Bridgewater, 1999). Es el principal y mas abundante
componente de la biomasa producida por la fotosintesis, anualmente se forman
200,000 millones de toneladas en el mundo (Ragauskas, et al, 2006). La pared
celular de las plantas esta formada por lignocelulosa, la composicién y
porcentajes de los polimeros varian entre las especies de plantas, incluso entre
la edad y la etapa de crecimiento (Jeffries, 1994).
s Celulosa

La celulosa es un polimero de D-glucosa unida por enlaces glucosidicos B-1,4
que se estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas por
puentes de hidrégeno y fuerzas de Vander Waals intramoleculares, formando
una estructura cristalina resistente a la hidrélisis y regiones amorfas
susceptibles a la degradaciéon enzimatica (Ovando y Waliszewski, 2005; Béguin
y Aubert, 1994). Las fibras de celulosa son en mayoria independientes y se

unen mediante enlaces de hidrogeno (Pérez, et al, 2005).
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Es el principal componente de los materiales lignoceluldsicos (alrededor del 36-
51% en materia seca (MS) y el polisacdrido mas abundante en la naturaleza
(Martin, 2002).

% Hemicelulosa
La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacaridos formado por
pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-
galactosa) que forman cadenas ramificadas y los &cidos 4-O-metilglucurénico,
D-galacturénico y D-glucurénico, los azucares estan unidos por enlaces B-1,4y
ocasionalmente por enlaces B-1,3 (Pérez, et al, 2002; Sanchez y Cardona,
2007).
La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza.
15-30% MS y el material de soporte en las paredes celulares (Martin, 2002).
Las celulosas y hemicelulosas no hacen parte de la estructura de la pared
celular (Barroso, 2010; Caparros, 2009).

% Lignina
La lignina es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado formado
por alcoholes aromaticos que da soporte estructural, rigidez, impermeabilidad y
proteccion a los polisacéridos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y es
altamente resistente a la degradacion quimica y biolégica (Aro, et al, 2005).
Es el polimero aromatico mas abundante en la naturaleza y el principal
componente no-carbohidrato (26-32% MS en maderas blandas y 20-25% en
maderas duras; >30% en algunas plantas tropicales) (Martin, 2002).

% Extractivos
Los compuestos extractivos son una amplia variedad de compuestos que
incluyen acidos resinicos, compuestos fendlicos, aceites esenciales, grasas,
ceras, taninos, colorantes y carbohidratos (Martin, 2002).

% Cenizas
El contenido de cenizas en la madera es bajo (~2% MS). Dentro de los
principales componentes se encuentran las sales metédlicas (carbonatos,

silicatos, oxalatos y fosfatos) (Martin, 2002).

1.3.Tratamientos de los materiales lignoceluldsicos.

La composicion quimica de los materiales lignoceluldsicos, el aislamiento,

purificacion y caracterizacion de sus componentes tiene un gran significado
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para la evaluacion de estos para ser usados como materias primas en diversos
procesos.
Para poder convertir estos materiales es necesario hidrolizar los polisacéridos.
Sin embargo, debido a la baja reactividad de la celulosa es necesario pretratar
las materias primas (Martin, 2007).
El pretratamiento es la etapa mas costosa dentro del proceso productivo ya que
es la operacion encaminada a superar la resistencia natural de la biomasa a su
procesamiento biotecnoldgico. La finalidad del pretratamiento es remover la
lignina y la hemicelulosa, reducir la cristalinidad de la celulosa e incrementar la
porosidad del material, mejorando la liberacion de azlcares y evitando la
degradacion o pérdida de carbohidratos asi como la formacién de compuestos
inhibitorios para la posterior fermentacion (Sun & Cheng, 2002).
Entre los factores que afectan esa etapa se encuentran las limitaciones en la
concentracion de solidos en la corriente de alimentacion, la necesidad de
materiales especiales para la construccion del equipamiento, la separacion del
hidrolizado del soélido pretratado, y los costos de neutralizacién y de remocién
de los inhibidores generados (Wyman, 2007; Wyman, 2008).
Se han desarrollado diversos tipos de pretratamientos, y se clasifican en
fisicos, quimicos, fisico — quimicos y biolégicos (Cuervo, et al, 2009; Martin,
2008). Estos requieren de un alto rendimiento de azucares, la minima
formacion de productos de degradacion, la produccion de fibra reactiva, un bajo
consumo energético y costo de inversion y de la utilizacion de reactivos baratos
y facilmente recuperables.
Como proceso de pretratamiento se han explorado para estos materiales los
siguientes métodos:

+ Hidrolisis acida concentrada (Liao, et al, 2006) y diluida (Cara, et al,

2008).

+ Tratamiento alcalino (Carrillo, et al, 2005).

+ Tratamiento con solventes organicos (Xu, et al, 2006).

£ Oxidacion humeda (Martin y Thomsen, 2007).

+ Explosion con vapor (Mosier, et al, 2005).
La hidrolisis de los polisacaridos contenidos en los materiales lignoceluldsicos
es la base para la obtencién de etanol, acido lactico, xilitol, furfural, levadura

forrajera, etc. La misma no es mas que la ruptura de los enlaces glicosidicos
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con formacion de los monosacaridos componentes, catalizada por acidos o por
enzimas.
La teoria de la hidrélisis de los materiales lignocelulésicos se basa en la
cinética quimica de las transformaciones de los polisacaridos catalizadas por
acidos. La cinética quimica incluye el mecanismo de reaccion, asi como las
particularidades del transcurso de las mismas.
La cinética de la hidrdlisis de los polisacaridos determina:

+ La composicion de la mezcla de reaccion.

+ El rendimiento de los productos de interés.
La hidrdlisis total conduce a la formacion de D-glucosa. Esta reaccién responde
a la siguiente forma:
(CeH1005)n + NH2,0 2> NnCgH1206 (Ec 1.3.1)

1.3.1. Hidrdélisis acida

La hidrolisis acida consiste en la exposicion del material lignocelulésico a la
accion de un acido a una temperatura determinada. Para la hidrolisis acida se
han empleado los acidos clorhidrico, nitrico y fosférico (Cara, et al, 2007).
También se puede emplear el acido acético (Lavarack, et al, 2002; Rodriguez-
Chong, et al, 2004; Gamez, et al, 2006; Rocha, et al, 2011). Los &cidos como el
H.SO,y HCI concentrados son poderosos agentes que hidrolizan la celulosa,
pero son toxicos, corrosivos y peligrosos por lo que requieren reactores que
resistan su corrosién. Se emplean altas temperaturas y acidos diluidos que
hidrolizan la hemicelulosa en azucares solubles en agua, en los residuos queda
la celulosa y la lignina, esta Ultima se extrae con solventes organicos. El
pretratamiento con acidos mejora la hidrélisis de la celulosa, pero su costo es
alto en comparacion con otros pretratamientos y requiere una neutralizacion del
pH para evitar la inhibicion de la fermentacion (Eggeman & Elander, 2005).

La ventaja del pretratamiento acido es la solubilizacién de hemicelulosa y la
conversion de hemicelulosa solubilizada en azucares fermentables (Pedersen
& Meyer, 2010).

La hidrélisis catalizada con acidos diluidos es un método aplicable en la
industria, pero la conversion de la celulosa es baja y la descomposicién de los

monosacaridos es un serio problema. La misma tiene como principal objetivo la



ruptura de los enlaces glicosidicos sin provocar transformaciones secundarias
de los monosacéridos formados.

Con el pretratamiento con acido sulfurico diluido se han logrado alta
recuperacion de azucares (Cara, et al, 2007). Sin embargo, las limitantes de
este son la destruccion parcial de la hemicelulosa y la separacion incompleta
de la lignina y de los carbohidratos, asi como la generacion de compuestos
inhibitorios para los microorganismos utilizados en procesos de fermentacion
(Mackie, et al, 1985). Su principal inconveniente es el alto costo de los
materiales anticorrosivos requeridos para la construccion de los reactores
(Mosier, et al, 2005). Gracias al desarrollo continuo de investigaciones se ha
logrado identificar que los factores que afectan el pretratamiento son el tiempo
de residencia, la temperatura, el tamafio de particula y el contenido de
humedad de la biomasa (Duff & Murray, 1996).

Para lograr la hidrélisis completa de la celulosa se deben emplear &cidos
concentrados que permitan el hinchamiento necesario y la destruccion parcial
de las regiones ordenadas (Martin, 2002). La hidrdlisis catalizada con acidos
concentrados permite altas conversiones de los polisacaridos, pero sus

inconvenientes dificultan su aplicacion.

1.3.2. Hidrdlisis enzimatica

Debido a los inconvenientes de la hidrdlisis acida, durante los ultimos afios se
le ha dedicado especial atencion a la hidrélisis enzimética (Martin, 2002), la
cual consiste en el uso de enzimas en lugar de acidos para catalizar la
hidrolisis de los polisacaridos contenidos en los materiales lignoceluldsicos. Es
un método prometedor para lograr altas conversiones de todos los
polisacaridos, aunque la disminucion del costo de las enzimas es un reto para
los cientificos. Presenta como ventajas que es un método selectivo, con un
mayor rendimiento, sin el inconveniente de la formacion de productos
colaterales (Taherzadeh & Karimi, 2007), con ella ocurre la ruptura selectiva de
los enlaces glicosidicos, no ocurren degradaciones indeseadas de los
carbohidratos. Entre sus limitaciones se encuentra el alto costo de las enzimas
y el requerimiento de grandes reactores debido a la lentitud de la reaccién
(Martin, 2002).



La hidrélisis enzimatica esta limitada por varios factores, tales como la
cristalinidad, grado de polimerizacion, contenido de humedad, area superficial
disponible y contenido de lignina (Cardona & Orrego, 2009).

El tamafio del poro en relacion con el tamafio de las enzimas es el principal
factor limitante en la hidrolisis (Grous, et al, 1986).

Otros fendmenos que afectan el desempefio enzimatico son la lignina que
limita la velocidad y extension de la hidrélisis actuando como escudo (Zhang &
Lynd, 2004) y que las celulasas queden atrapadas en el poro si el area interna

del material es mayor que la externa (Chang & Holtzapple, 2000).

1.3.3. Hidrélisis de almidones.

La hidrolisis del almidon se puede hacer por dos vias: acida o enzimatica. La
hidrélisis acida del almidén a glucosa es una técnica que tiene muchas
desventajas: formacion de productos no deseables y flexibilidad muy pobre (el
producto final s6lo se puede modificar cambiando el grado de hidrélisis), por
altimo es necesaria que el equipo resista el acido y las temperaturas requeridas
durante el proceso. La hidrolisis enzimatica en los ultimos 30 afios ha
desplazado la hidrdlisis acida, debido a que se dispone de nuevas enzimas.
Hoy en dia la mayor parte de la hidrolisis de almidon se realiza usando
enzimas, ya que esta técnica presenta ventajas como: control de la formacién

de productos no deseables y mayor flexibilidad del producto.

La hidrolisis enzimética de almidones se realiza con la utilizacion de dos
enzimas, las cuales forman la combinacibn necesaria para hidrolizar
completamente al almidon. La alfa-amilasa (Alfa 1,4-D- GlucanGlucano-
hidrolasa) hidroliza los enlaces glucosidicos alfa-1,4 de los polisacaridos que
poseen 3 0 mas unidades de D-glucosa en unién alfa-1,4. El ataque se hace en
forma no selectiva (tipo endoenzima) sobre varios puntos de la cadena
simultaneamente, aunque los primeros productos de la hidrélisis son siempre
oligosacaridos de 5-7 unidades de glucosa, o un numero mdultiplo. La
amiloglucosidasa (Alfa-1,4- D-Glucanglucohidrolasa) es una exohidrolasa
también conocida como glucoamilasa, que hidroliza los enlaces glucosidicos
alfa-1,4 y alfa-1,6 de la amilosa y la amilopectina separando unidades de

glucosa a partir del extremo no reductor de la cadena (Mera y Carrera, 2005).
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1.3.4. Pretratamientos

En los pretratamientos con solventes organicos se utilizan el metanol, etanol,
acetona y acidos inorganicos como catalizadores (H.SO,4 6 HCI) que rompen
los enlaces de la lignina y la celulosa. La remocién de solventes del sistema es
necesaria, ya que inhiben el crecimiento de los organismos, la hidrolisis
enzimatica y la fermentacion (Zhao, et al, 2009).

El método de oxidacion humeda es apropiado solamente para compuestos con
bajo contenido de lignina y no es aplicable si se quiere utilizar la lignina como
combustible. En el mismo el tratamiento con agua y aire u oxigeno se realiza a
temperaturas superiores a 120°C. La combinacion de oxidacién hiimeda con
hidrolisis alcalina disminuye la formacion de aldehidos furanicos (Mosier, et al,
2005).

En el método de explosion con vapor se utiliza vapor a alta presion, seguido de
una reduccion brusca de la misma, temperaturas altas (>220°C) y tiempos
cortos (~1 min). Para la optimizacion es importante el tipo de material, el
tamafo de particula y el contenido de humedad. La variacion provoca distintos
grados de degradacion de componentes principales, y formacién de inhibidores
de la fermentacion (Mosier, et al, 2005).

La hidrdlisis alcalina es la adicién de bases diluidas a la biomasa y su eficiencia
depende del contenido de lignina de los materiales. El hidroxido de sodio
diluido produce un hinchamiento, permitiendo un incremento en el area de
superficie interna reduciendo el grado de polimerizacidén y cristalinidad de la
celulosa, lo que causa la separacion de las uniones estructurales entre la
lignina y los carbohidratos (Fan, et al, 1987). La utilizacién de bases permite la
disolucién de la lignina, pero sus costos son altos, haciendo estos métodos no
competitivos a gran escala (Sun & Cheng, 2002).

El pretratamiento alcalino tiene efectos similares al de los é&cidos sobre la
biomasa pero su desventaja es el largo tiempo residencia y las sales formadas
no son recuperables.

Existen otros pretratamientos, que tienen una destruccion incompleta de la
matriz lignina carbohidratos y los costos son altos, ademas que algunos como
los solventes idnicos se encuentran en fase de experimentacion (Menon & Rao,
2012).
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La naturaleza y la concentracion de compuestos potencialmente toxicos
generados en los pretratamientos pueden variar en gran medida de acuerdo a
las condiciones como la temperatura, la presién, el tiempo de residencia, el tipo
de materia prima y de la presencia de catalizadores acidos (Garcia & Aparicio
et al, 2006).

Cuando se realiza un pretratamiento de los materiales lignocelulésicos es
necesario tener en cuenta la factibilidad técnica y/o econdémica del método
utilizado. Asi como que la combinacién de los métodos puede ser efectiva y
que distintos métodos afectan de manera diferente los componentes de los

materiales lignoceluldsicos (Eggeman & Elander, 2005).

1.4. Caracteristicas de la yuca

La yuca (Manihot esculenta), internacionalmente reconocida como mandioca,
tapioca, guacamota, casabe o casava, es un arbusto perenne de la familia de
las Euforbidceas extensamente cultivado en Sudamérica, Africa y el Pacifico
por sus tubérculos con almidones de alto valor alimentario. Alcanza los dos
metros de altura. Esta adaptada a condiciones de la zona intertropical, por lo
gue no resiste las heladas. Requiere altos niveles de humedad —aunque no
anegamiento— y de sol para crecer.

Es un cultivo con alta produccion de raices reservantes, como fuente de
carbohidratos y follajes para la elaboraciéon de harinas con alto porcentaje de
proteinas. Las caracteristicas de este cultivo permiten su total utilizacion, el
tallo para su propagacion vegetativa, sus hojas para producir harinas y las
raices para el consumo en la alimentacion en la que se emplea en diferentes
platos, también para la elaboracién de casabe, la agroindustria y la exportacion.
La yuca es la séptima mayor fuente de alimentos basicos del mundo. Algunos
la califican de "base de la vida" tropical, porque es una de las mas importantes
fuentes de alimentacion en extensas areas de los tropicos. Es un cultivo
apreciado por su facil y amplia adaptabilidad a diversos ambientes ecolégicos,
el poco trabajo que requiere, la facilidad con que se cultiva y su gran
productividad. Puede prosperar en suelos poco fértiles, en condiciones de poca
pluviosidad. En condiciones Optimas la yuca puede producir mas calorias
alimenticias por hectarea que la mayoria de los demas cultivos alimenticios

tropicales (Colaboradores de Wikipedia, 2015).
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Los clones autorizados para plantar en nuestro pais son:'Seforita’, 'CMC-40',
'CEMSA 74-725', 'CEMSA74-6329' e ‘INIVIT Y 93-4’. Los cuatro primeros son
las variedades mas utilizadas en la provincia de Matanzas. A continuacion
aparecen explicados segun (Rodriguez, 2008):

‘Sefiorita’

Tallo carmelita claro, con hojas verdes y peciolos ligeramente rosados en
adultas, en hojas jovenes los peciolos son rojos por la parte superior y verde —
rojo por la parte inferior. Presentan porte erecto, muy poco ramificada. El tallo
es muy vigoroso y de entrenudos cortos, con raices cortas y de color blanco.
'‘CMC-40'

Plantas de 1,5 — 2,5 m de altura, con mas de 2 ramificaciones, de porte semi
erecto, con tallos de color marrén oscuro y follaje joven verde-rojizo, peciolos
rojos e inclinados hacia arriba, de forma irregular, hojas adultas verdes y
jovenes rosadas, de superficie rugosa y crecimiento oblicuo, de color castafio
oscuro la pelicula externa, corteza rosada y pulpa blanca.

'CEMSA 74-725'

Planta de 1,5 a 2,5m 0 mas, con porte erecto y poco ramificada, presenta tallos
de color verde — rojizo, hojas de color verde las adultas y verde rojizo las
jovenes, con peciolos de color rojo, inclinados hacia arriba, de forma irregular.
Son lisas, cilindricas, corteza rosada y pulpa blanca.

'CEMSA 74 — 6329'

Planta de 1,5 a 2,5 m, que presenta porte medianamente ramificado, tallos de
color plateado, hojas de color verde oscuro cuando adultas, follaje joven verde-
rojizo, peciolos verde-rojo en las hojas jévenes, y en las hojas adultas, rojo por
la parte superior y rojo-verde por la parte inferior. Son lisas, cilindricas,
pedunculadas; la pelicula externa de color castafio claro, corteza de color

crema y pulpa blanca.

1.5. Tallos de yuca como materia prima para la industria quimica.

Hasta ahora se ha investigado poco sobre el fraccionamiento de los tallos de
yuca, los cuales serian mucho mejor aprovechados si se procesase en
biorrefinerias lignoceluldsicas para la produccién de diversos productos de alto

valor econdémico y social.
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En la literatura revisada para los tallos de yuca se reporta que en la oxidacion
himeda se obtuvo peores resultados que para el bagazo de cafia (Martin &
Thomsen, 2007). No se ha reportado la utilizacion de explosion con vapor. Sin
embargo la prehidrolisis acida (Martin, et al, 2007) y la alcalina (Nuwamanya, et
al, 2012) son frecuentemente utilizadas.

Actualmente se investigan los tallos de yuca como fuente de materia prima
para la obtencion de etanol celulésico (Han M, et al, 2011, Nuwamanya, 2012 y
Liscano, 2014). Se han realizado ensayos a nivel de laboratorio, de
pretratamientos con hidrdlisis acida diluida (Han M, et al, 2011, Nuwamanya,
2012 y Liscano, 2014), y alcalina (Nuwamanya, 2012), siendo las condiciones
Optimas 177°C, que coincide con trabajos realizados (Martinez, 2011), seguido
de hidrdlisis enzimatica.

La literatura reporta la extraccion de almidén de los tallos de yuca, donde
usando el método de amiloglucosidase con a-amilasa, se demostréo que la
extraccion de almidén varia con el tamafio de particula ya que para 22mm de
tamafo se obtuvo 5-6% de almidon y para <0.5mm se obtuvo 18% de este, por
tanto se obtuvo tres veces mas con menor tamafio de particula. Ademas la
temperatura tiene un efecto positivo estadisticamente, mientras que el tiempo
no muestra valores significativos. Para una altura de 70-100cm de los tallos de
yuca existe un mayor contenido de almidon (30%) (Wambin, et al, 2013).
Ademas, se hace una propuesta tecnoldgica para la produccion de biogas a
partir de los residuos (sélidos y liquidos) del procesamiento de esta materia

prima.

1.6. Tallos de yuca residuales como materia prima para la obtencion de

levadura Torula.

Se consulté el informe de un trabajo presentado a Férum de Ciencia y Técnica
(Herrera y Pons, 2014), en el cual se sustenta la tecnologia para obtener
concentrados proteicos a partir de diferentes materias primas, tales como maiz,
boniato, afrecho de trigo, yuca entre otros, y la combinacion de estos, para la
obtencion de levadura Torula a partir de dicho sustrato, obteniéndose buenos
resultados en las diferentes pruebas ensayadas. En este proceso se considera
como etapas fundamentales: recepcion y tratamiento de la materia prima,

hidrolisis de almidones, fermentacion, termalisis, secado y molida — envase.
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La caracterizacion quimica de los tallos de yuca, realizada por investigadores
de la Universidad de Matanzas, revel6 que estos estan constituidos en un 46%
por carbohidratos (Martin, et al, 2006).

Los tallos de yuca presentan entre 20% y 30% de almidén en materia seca
(Rattanachomsri, et al, 2009), aunque (Wambin, et al, 2013) plantea que el
contenido de almidon en los tallos de yuca varia de 22-39%. Estos valores
presentan pequefias diferencias debido a que dependen del lugar de
crecimiento, variedad, extensiéon y edad de la planta. No obstante, son
comparables con las materias primas utilizadas en estos procesos.

Los granulos de almidon estan formados por una mezcla de dos polisacaridos:
Amilasa y Amilopectina. Estos son polimeros de unidades de glucosa
conectadas por enlaces glicosidicos a-1, 4. La amilasa contenida en los
almidones es de 20-30%, el resto es de amilopectina. Estudios realizados
reportan que la Manihot esculenta presenta un 23% de amilasa, pero la
composicién de este polisacarido varia con la variedad de yuca y su rango es
de 16-35% (Perez, et al, 2013). El almidén en los tallos de yuca es el 20% del
que se encuentra presente en la raiz (Wambin, et al, 2013), pero la raiz es un
alimento para las personas, mientras que los tallos no lo son, por tanto existe
competencia para la alimentacién humana.

La fermentaciébn es un proceso complejo en el cual el organismo para su
crecimiento intercambia materia y energia con el ambiente. El medio ejerce una
presion selectiva sobre las células y condiciona la formacién de productos.

El organismo intercambia materia y energia con el ambiente, crece y se obtiene
un producto de interés; el ambiente para que eso ocurra lo garantiza el
biorreactor (Stanbury, et al, 2003).

La fermentacién es un proceso bioldgico que a través de una fuente de carbono
como lo es la glucosa por via aerdbica es convertida a levadura forrajera.

A partir de estos elementos la autora del presente trabajo considera oportuno
estudiar el aprovechamiento de los tallos de yuca dada su composicion quimica
mediante la hidrélisis enziméatica de almidones y la hidrélisis acida en la
obtencion de un sustrato que pueda ser fermentado para producir levadura

Torula.
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1.7. Candida utilis como levadura para la obtencién de alimento animal.

Las levaduras son los microorganismos mas ampliamente utilizados en la
produccién de la proteina unicelular, la cual se refiere al hecho de que la
mayoria de los microorganismos usados como productores, crecen como
individuos simples o filamentosos mas que como complejas estructuras
multicelulares como las plantas y los animales (Otero, et al, 2012).
Los géneros de mayor aplicacion practica e investigativa han sido la Candida,
Kluyveromyces y Saccharomyces (Otero, et al, 2012; Bekatorou, et al, 2006, Al-
Eid, et al, 2010, Nasseri, et al, 2011).
De los microorganismos que se pueden utilizar, se ha mostrado favorecido el
uso de la especie Candida utilis, no solamente por su capacidad en asimilar
hexosas y pentosas, sino también otros compuestos organicos no azucares,
tales como &cidos, alcoholes y aldehidos (Otero y Almazan, 2012). Este
género ha sido empleado principalmente con propésitos forrajeros
(Sandrasegarampillai y Arasaratnam, 2011).
Pueden ser cultivadas en una amplia variedad de sustratos, entre los que se
encuentran los hidrolizados de la celulosa, (Cruz y Parajo, 1998).
Entre las ventajas de las levaduras se encuentran las siguientes (Otero, et al,
2012):
+ Larga historia en el consumo por humanos y animales.
+ Mercado tradicional.
+ Posibilidad de usar sustratos de bajo costo.
+ Contenido de proteinas y perfil de aminoéacidos favorable, lo que infiere
un alto valor nutricional.
Existen diferentes factores que afectan el rendimiento de la biomasa de
levadura, dentro de los cuales se encuentran los siguientes:
1. Relacién Carbono/Nitrégeno: Para alcanzar el contenido 6ptimo de
proteinas este valor debe estar entre 7:1 y 10:1 (Klibansky, et al, 1983).
2. pH del medio: El pH oOptimo de las levaduras varia entre 3.5 y 5,
frecuentemente en la produccién de levadura a escala industrial el pH se
mantiene por debajo de 4 para evitar contaminaciones con bacterias.
Esto permite trabajar con sistemas asépticos, o estériles, lo que reduce
los costos (Otero, et al, 2002; Otero, et al, 2003; Martinez, et al, 2004).
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3.

Temperatura: La mayoria de las levaduras crecen entre 28 - 35°C.
Algunas especies pueden crecer hasta temperaturas de 42 — 47°C
dentro del rango de la termotolerancia (Oprean, 1998; Cimpeanu, et al,
2010).

Oxigenacién: Para el crecimiento de sustratos altamente oxigenados
como los carbohidratos, se requiere un gramo de oxigeno por gramo de

biomasa seca (Viser, et al, 1990).

Para seleccionar un microorganismo para la produccion de proteina unicelular

se analizan los siguientes aspectos (Otero, et al, 2012):

+*

-

-+ +

*

Altas tasas de crecimiento, productividad y rendimiento de biomasa en
el sustrato a emplear.

Tolerancia al pH y la temperatura.

Requerimiento de aireacion y propiedades de formacion de espuma del
medio de cultivo.

Morfologia de crecimiento en el fermentador.

Seguridad y aceptabilidad — total inocuidad, ausencia de toxinas.
Facilidad de recuperacion.

Contenido de proteinas, ARN y calidad nutricional de la biomasa
resultante.

Propiedades estructurales adecuadas en el producto final.

Conclusiones parciales del capitulo

1.

Los materiales lignocelulésicos son la fuente renovable de energia y
materias primas mas abundante en la Tierra, pero su utilizacién actual
es inferior a su potencial real.

Los tallos de yuca constituyen una materia prima de interés para la
produccion de diversos bioproductos, entre los cuales se encuentra la
levadura forrajera.

La hidrolisis enzimatica de almidones e hidrolisis acida diluida son
procesos de sacarificacion con potencialidades para el aprovechamiento
de los tallos de yuca residuales.

Los factores influyentes en los tratamientos son: el tiempo de residencia,
la temperatura, el tamafio de particula y el contenido de humedad de la

biomasa.
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Capitulo Il. Materiales y Métodos

En el presente capitulo se describen los procedimientos aplicados y equipos
fundamentales utilizados en la investigacion. El trabajo experimental se
desarrollo en el laboratorio del Grupo de Tecnologia de Biorrecursos del
Departamento de Quimica e Ingenieria Quimica de la Universidad de Matanzas
Sede “Camilo Cienfuegos” y en la UEB Espafia Republicana de LABIOFAM.
Como primer paso se realizé el analisis documental, se visitd el Ministerio de la
Agricultura Provincial, se consultd el reporte estadistico de las siembras de
yuca en la provincia (anexo 1) y se entrevistd a personal calificado de la
entidad para verificar lo reportado por la literatura (Wambin, et al, 2013) con
respecto al aprovechamiento en la propagacion del cultivo que es entre 10-20%
de los tallos, lo cual fue confirmado.
A partir del hecho de que existe disponibilidad de tallos en la provincia se
procede al trabajo experimental.
El trabajo experimental consta de las siguientes etapas:

+ Recoleccion y preparacion de la materia prima;
Caracterizacion fisica y quimica de la materia prima;
Hidrdlisis acida diluida al 0.5% segun disefio de experimentos;
Autohidrdlisis;
Sacarificacion de los tallos de yuca residuales.

-+ + + &

Fermentacion de los hidrolizados resultantes de la hidrélisis enziméatica,

acida, de ambos procesos combinados asi como de la autohidrélisis

2.1. Recoleccion y preparaciéon de la materia prima.

Los tallos de yuca (Manihot esculenta) de la variedad Sefiorita se colectaron en
areas de la finca “Los Mateu” ubicada en el municipio de Jovellanos,
Matanzas. Los tallos frescos se secaron al sol y al aire durante una semana, se
trituraron en un molino del tipo CREMASCO Brasilefio modelo DP — 4 hasta un
tamafio de particula de aproximadamente 2mm. Posteriormente, el material se
tamizo para obtener una fraccion de 1mm de tamafo de particula, la cual fue
utilizada consecutivamente para la caracterizacion quimica de la materia prima.
Las dos fracciones fueron conservadas en bolsas de polietileno a temperatura

ambiente.
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2.2. Caracterizacion de la materia prima.

2.2.1. Caracterizacion fisica de los tallos de yuca.

Los tallos de yuca analizados una vez separados de la raiz, fueron cortados a
partir de 40 — 110cm aproximadamente, teniendo en cuenta que para una
altura de 70-100cm de los mismos existe un mayor contenido de almidén
(Wambin, et al, 2013).
En la caracterizacion fisica realizada inicialmente fueron evaluados cada uno
de manera individual, para un total de 42 tallos, donde los aspectos analizados
se describen a continuacion:
+ Nudos: Es importante conocer la cantidad de nudos que tienen los tallos
de yuca debido a que en ellos se encuentra menos cantidad de almidon.
+ Longitud: La longitud de los tallos fue medida con cinta métrica
+ Diametro: El diametro se midié con pie de rey en ambos extremos y en
el centro de los tallos.
+ Peso: El peso de los tallos se obtuvo con balanza técnica
+ Volumen: Se determiné el volumen de los tallos utilizando la ecuacion
del volumen para un cilindro, la cual se expone a continuacion:

V=2xD2xL, (Ec 2.2.1)

+ Densidad: La densidad es un aspecto de gran importancia ya que
describe el volumen que se necesita para almacenar una cierta cantidad
de materia.

+ Peso por longitud: Este valor fue calculado debido a que describe
fisicamente los tallos.

Algunas de estas variables fueron procesadas mediante el paquete estadistico
Statgraphics Plus version 5.0 for Windows.

Ademas se realizaron pruebas preliminares de almidén, donde los tallos fueron
cortados de manera recta por ambos extremos y posteriormente fue afiadida la
disolucién de lodo, proporcionando de esta manera una buena visién de la
coloracién alcanzada en los tallos. Por método gravimétrico se determiné la
composicién en peso de la presencia de almidén.

También se efectuaron pruebas de absorcién para esta materia prima, la cual

presenta un 72.16% MS. Esta se realiz0 con el objetivo de analizar la minima
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relacion liquido — solido que debe emplearse para efectuar la hidrélisis de los

tallos de yuca.

2.2.2. Caracterizacion quimica de la materia prima.

La determinacion del contenido de humedad, componentes minerales,
sustancias extractivas, carbohidratos estructurales (celulosa y hemicelulosas) y
lignina de la materia prima se realizé siguiendo procedimientos analiticos de la
Academia Forestal de San Petersburgo, Rusia (Obolenskaja, 1986),
actualizados a partir de protocolos del National Renewable Energy Laboratory
de los EE.UU (Sluiter, et al, 1998).

+ Humedad: El material se secé a 105°C en una estufa (AISETe YLD-
6000, R.P. China) durante 24h, y el contenido de humedad se determind
gravimétricamente utilizando una balanza analitica digital (Sartorius BS
124S, China).

+ Cenizas: Se determind después de la incineracion de una alicuota del
material a 750°C en horno mufla analégica con control térmico (AISET
YLD-6000, Alemania) durante 24 h.

+ Extractivos totales: Se suspendieron aproximadamente 4g de la
materia prima con 160mL de etanol y se calentaron a temperatura de
ebullicion con reflujo durante 12 horas en un bafio de Maria (Midingen /
Sitz Freital, Alemania). El dedal utilizado para afadir la materia prima se
dej6 escurrir a temperatura ambiente y luego se secO en la estufa
(AISETg YLD-6000, R.P. China) a 50°C durante 24 horas. El contenido
de extractivos totales se cuantificO gravimétricamente utilizando una
balanza analitica digital (Sartorius BS 124S, China).

+ pH: Se realiz6é por el método potenciométrico directo con pH metro MV
88 con electrodo de vidrio combinado.

+ AzUcares reductores totales (ART): Se realizd colorimétricamente por
el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959) como desarrollador
de color, y se leyo la absorbancia a 546nm en un espectrofotometro UV
(Zuzi UV-4200, Espaiia).

+ Polisacéaridos facilmente hidrolizables (PFH): La determinacion de los
polisacaridos facilmente hidrolizables se realiza mediante analisis

gravimétrico del residuo solido remanente después de la hidrélisis de las
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hemicelulosas. En un balon de destilacion de 100mL de capacidad se
mezclaron 2g de muestra libres de extractivos con 20mL de &cido
clorhidrico al 5% en masa. La mezcla agitdé por 30 minutos y después se
mantuvo a ebullicibn durante 3 horas en un equipo de reflujo colocado
en un bafio de maria. Al finalizar, la mezcla se dej6é enfriar hasta
temperatura ambiente y se filtr6 a vacio. Los residuos solidos de la
filtracion fueron secados a 60°C durante 24h, enfriados y pesados.

PFH :Mxloo (Ec. 2.2.2)
mO

Donde:

m,, masa inicial de la muestra, g.

m1, masa del residuo, g.

+ Polisacéaridos dificilmente hidrolizables (PDH):

Los residuos de la determinacion de los PFH fueron pesados e
introducidos en vasos de precipitado de 100mL. A cada vaso se adicion6
15mL de acido sulfarico al 72% en masa, y la mezcla se mantuvo
durante 2h a temperatura ambiente con agitacion cada 20 minutos.
Posteriormente, la mezcla fue transferida a un balon de destilacion de
500mL, se le adicion6 135mL de agua destilada y se reflujé durante 2h
en un bafio de agua. Finalmente, la mezcla se enfri6 y se filtr6 a vacio.
El residuo de la filtracién se secé a 60°C durante 24h, se enfrié y peso.

El contenido de PDH se calculé utilizando la siguiente expresion:

PDH:(mzm_mg)xloo (Ec. 2.2.3)
0

Donde:

Mo, masa inicial de la muestra, g.

m,, masa inicial del residuo de la determinacién de PFH, g.

mz, masa final del residuo de este proceso, g.

+ Lignina de Klason:

Se determind a partir de realizar la hidrolisis acida analitica de los tallos por
triplicado, donde se pesan 0.3g de muestras y se afiaden en tubos de ensayo,
donde se mezclan con 3mL de &cido sulfdrico al 72% y se calienta a 30°C por
2h, agitando ocasionalmente. Una vez transcurrido este tiempo se aflade esta

mezcla en un frasco de 250mL con 84mL de agua destilada, se pesa y se
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realiza un tratamiento en la autoclave a 121°C por 1h. Posteriormente se filtra a
vacio y el solido resultante se enjuaga con bastante agua destilada, se seca a
60°C por 24h, se enfria y se pesa, la lignina se determina por la siguiente

ecuacion:
% Lignina = =" 100 (Ec.2.2.4)
Donde:

Mspqq, Masa final de sdlido resultante de hidrdlisis acida analitica.
m,s, Masa inicial de la muestra seca.
Ademas se determind mediante la cuantificacion gravimétrica del residuo
obtenido en la determinacién de polisacaridos dificilmente hidrolizables. El
contenido de lignina se calcul6 utilizando la siguiente expresion:
. m,
% Lignina = —x100 (Ec. 2.2.5)
mO
Donde:
Mo, Mmasa inicial de la muestra, g.

mgz, masa final del residuo de la determinacion de PDH, g.

2.3. Hidrdlisis acida diluida al 0.5% segun disefio de experimentos.

El disefio de experimentos se planifico utilizando el paquete Statgraphics Plus
version 5.0 for Windows, se utiliz6 el método de compuesto central, el cual
esta representado por la siguiente ecuacion:
N=2K+2xk+c (Ec. 2.3.1)
Donde:
N: nimero de experimentos a realizar.
K: nimero de variables presentes (3).
C: Experimentos a condiciones centrales (2); por lo que la estrella es
rotacional.
2*k: Experimentos a condiciones superiores e inferiores a los respectivos
extremos, llamados estrellas.
Las variables fijadas que se utilizaron fueron:
Temperatura = 85°C.
Concentracion de acido = 0.5%.

Las variables que se modifican son:
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1. El tiempo: Se selecciona a partir de los resultados reportados para este
material, 0.5h (Martinez, 2011) y es entre 0.67h - 1.33h (40 - 80
minutos).

2. Relacion liquido — soélido (masica): A partir de ensayos preliminares se
decide trabajar entre 15 y 20.

3. El tamafio de particula: Teniendo en cuenta lo reportado en la literatura

(Wambin, et al, 2013) se decide trabajar entre 0.5mm y 2mm.

A continuacion se muestran las condiciones a las que se realizaron los
experimentos.

Tabla 2.3.1. Condiciones de las hidrolisis acidas diluidas al 0.5%.

Hidrdlisis acida Relacion Tiempo de Diametro de
diluida (0.5%) liquido/sélido contacto particula (mm)
(minutos)
Ha, 15 80 2
Has 15 40 2
Haa 20 40 2
Has 20 80 2
Hae 15 40 1
Haz 15 80 1
Hag 20 40 1
Hag 20 80 1
Haio 21.7 60 15
Hais 17.5 26.4 15
Hai, 17.5 60 15
Hauis 13.3 60 1.5
Hai4 17.5 60 2.3
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Hais 17.5 93.6 1.5
Haie 17.5 60 0.64

Hay 17.5 60 15

Fuente: Elaboracion propia.

En este disefio la variable respuesta es el rendimiento de sdlidos.

Para realizar estas hidrolisis se tomaron 10g de muestras tallos de yuca segun
las condiciones de tamafio de particula se mezclaron en un beaker de 0.5L con
una solucion de acido fosforico a la concentracion de trabajo hasta alcanzar los
gramos de mezcla correspondientes a cada relacién liquido - sdlido. Las
suspensiones obtenidas se trataron a 85°C en un termostato durante el tiempo
de hidrdlisis previamente seleccionado. Al concluir, se dejo enfriar, se retiraron
los frascos, y su contenido fue filtrado a vacio. El residuo soélido fue lavado
primero con abundante agua destilada hasta alcanzar un pH neutro. El filtrado
se conservé a 4°C luego de tomar muestras para analisis de pH y de azlcares
reductores totales. Los solidos lavados fueron secados a temperatura ambiente
durante dos dias. Luego se pesaron los sélidos y se determiné su contenido de
humedad para poder cuantificar el rendimiento de sdlidos pretratados
mediante la siguiente ecuacion:
Pesog,, - (1—H,)

Rendimiento = - 100
Peso, ;¢ (1—Hy) (Ec. 2.3.2)

Donde:
H,, humedad del sélido pretratado, %.
H,, humedad del sélido antes de tratar, %.
Para procesar los resultados se utiliza el paquete Statgraphics Plus version 5.0

for Window.

2.4. Autohidrdlisis

Se realizaron autohidrolisis de los tallos de yuca a dos condiciones aleatorias
de hidrolisis acidas con el objetivo de comparar su rendimiento, ya que este
representa un procedimiento mas noble, el procedimiento seguido es similar al

descrito en el epigrafe 2.3 pero en ausencia de acido.

24



En la siguiente tabla se muestran las condiciones utilizadas:

Tabla 2.4.1. Condiciones de las autohidralisis.

Hidrdlisis Tiempo (minutos) Relacion Tamafo de particulas
Liquido/Salido (mm)
Auto Hidrolisis; 40 15 1
Auto Hidrolisis; 60 17.5 1.5

Fuente: Elaboracion propia.

2.5. Sacarificacion de los tallos de yuca residuales

Una vez seleccionados y caracterizados fisicamente los tallos de yuca, estos
fueron secados a 70°C durante 24h para facilitar su trituracion, posteriormente
se molieron utilizando un molino del tipo CREMASCO Brasilefio modelo DP —
4, con motor eléctrico de 10 — 12 caballos de vapor, con sentido de rotacion
antihorario, 3535 r.p.m., 320 revoluciones en el eje de la picadora y un
rendimiento de 87.5%.

Posteriormente se determiné la potencia consumida por la molida de los tallos
de yuca (4035g de tallos humedos). Este calculo se realiz6 por la siguiente

ecuacion:

I*Volx1.73*cos @

Pot = ZLTSC0s® (Ec. 2.5.1)

1000

Donde:

I: Corriente real consumida [A]

Vol: Voltaje [Volt]

Pot: Potencia consumida en la molida [kW]

Los tallos de yuca molidos fueron tamizados, se utilizan los de tamafio de
particulas menor e iguales que 0.84mm, se utiliza el menor diametro de
particulas considerando los mejores resultados de la hidrélisis acida.

Se determind el contenido de materia seca presente en estos tallos con
pruebas de humedad realizadas en una estufa (AISETe YLD-6000, R.P. China)
a 105°C durante 24 horas.

El proceso de sacarificacion de los tallos de yuca se realizd a partir de cuatro
procedimientos diferentes con el objetivo de valorar el comportamiento y
establecer comparaciones entre ellos:

4+ Hidrolisis enzimatica,
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+ Hidrolisis acida,

+ Hidrdlisis enzimatica y a continuacion la acida (hidrélisis mixta),

+ Autohidrdlisis.
Estos procedimientos permiten la sacarificacion de los tallos de yuca para
obtener un sustrato para posteriormente fermentar. La experimentacion tuvo
dos réplicas. Para evaluar el aprovechamiento de los mismos se consideran
como indicadores: el rendimiento de sélido, la remocion de hemicelulosa y

celulosa y finalmente el crecimiento microbiano.

A continuacion se muestra en la figura 2.5.1 el diagrama de flujo del proceso

experimental seguido que permite la mejor comprension del trabajo realizado.

Materia Prima
50g (72.16% MS); R(L/S)=17.5; d<=0.84mm; th=90min

Hidrolisis Enzimatica Hidrolisis Acida Hidrolisis Mixta Autohidrolisis .
-Alfa amilasa -Acido fosférico (0.5%) -Enzimatica -Temperatura (85°C)
-Aminoglucosidasa -Acida ‘
oli Liquido

Sélido

-Rendimiento (%) -Volumen (mL)

PFH gt(l

oR ART (mg/mL)

|

‘ Fermentacion Aerobia |

Figura 2.5.1. Diagrama de flujo del proceso experimental.

Fuente: Elaboracion propia.

2.5.1. Hidrdlisis enzimética de almidones.

Para hidrolizar los almidones se sigue el protocolo que se muestra en el (anexo
2), la dosificacion de las enzimas se realiza segin 0.01-0.02% masico que
recomienda el fabricante, se anade la misma proporcion de cada enzima (a-

amilasa y AMG).

Se afiade sal comun para favorecer la actividad de las enzimas (0.1% masico

por peso total de la mezcla).
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2.5.2. Hidrdlisis acida y autohidrélisis

Se sigui6 la metodologia ya descrita en el epigrafe 2.3 a las condiciones de los
mejores resultados del disefio resultante del procesamiento estadistico y lo

descrito en 2.4 respectivamente.

2.5.3. Hidrdlisis enzimética seguida de hidrdlisis &cida.

Se sigue el procedimiento descrito para hidrolisis enzimatica, solo que el sélido
resultante de la misma, se separa por filtracibn a vacio, se enjuaga con
abundante agua, se pesa y se toma una muestra para determinar rendimiento
de sodlidos alcanzado en esta etapa de la hidrélisis. Posteriormente, se somete
a la hidrolisis acida a las condiciones fijadas para la misma, ya mencionadas.
Una vez concluida la hidrdlisis se separa por filtracion a vacio el sélido del

liquido, siendo el sélido lavado, secado y finalmente pesado.

El sélido se enjuaga, se seca y se le determina hemicelulosas (PFH), celulosa
(PDH) y rendimiento de solidos. Al liquido se le determina volumen, pH y ART
siguiendo los procedimientos y técnicas ya descritas.

A partir de la composiciéon quimica se calculd la recuperacion de la celulosa y
las hemicelulosas, asi como la solubilizacion de las mismas.

La recuperacion de las hemicelulosas se calculdé utilizando la siguiente
expresion:

M(PFH fina1)
m(PFHMp)

%100 (Ec. 2.5.2)

Rppy =

Donde:

m(PFH)sina, masa de hemicelulosas en la celulignina, g.

m(PFH)vp, masa de hemicelulosas en la materia prima, g.

R, recuperacion de hemicelulosas en la celulignina, %.

El célculo de la recuperacion de la celulosa se hizo de manera similar al de la
recuperacion de las hemicelulosas. Para calcular la solubilizacién de las
hemicelulosas (Sprn) se utilizo la siguiente expresion:
Sprn = 100 — R pey (Ec. 2.5.3)
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2.6. Fermentacion de los hidrolizados resultantes

Se prepara para la fermentacion cada uno de los hidrolizados resultantes de los
procesos descritos en el epigrafe anterior.
Para el comienzo de la fermentacion después de inocular se realiza un conteo
de levadura inicial siguiendo el método de camara de Neubauer (se explicara
posteriormente) y se afiaden sales para crear el medio de cultivo ideal para el
crecimiento de la candida utilis, el cual esta dado por las siguientes sustancias:
+ Fuente de carbono — carbohidratos del almidon presente en los tallos de
yuca
+ Fuente de azufre — sulfato de amonio
+ Fuente de fésforo — fosfato di amoénico
+ Fuente de potasio — fosfato de potasio
+ Fuente de magnesio — sulfato de magnesio
Para el calculo de las dosis de sales afiadidas para el medio de cultivo se parte
de la cantidad de materia seca inicial que serd hidrolizada y posteriormente
fermentada. La misma presenta entre 20 — 39% de almidon (Wambin, et al,
2013), por lo que se toma un valor medio de 28%, el cual se multiplica por la
masa seca inicial de tallos y se obtiene la cantidad en gramos de almidon que
existe en este material. La transformacion de almidon a biomasa se considera
un rendimiento de 55%. Los calculos de las cantidades de sales se realizan
para esta biomasa tedrica obtenida (g) (Herrera y Pons, 2014), y las
proporciones empleadas se plantean a continuacion:
+ Nitrégeno: 8% de gramos de biomasa
+ Fosforo: 3% de gramos de biomasa
+ Magnesio: 0.75% de gramos de biomasa
+ Potasio: 0.75% de gramos de biomasa
+ Azufre: 0.75% de gramos de biomasa
Las dosis de sales afiadidas (g) para crear el medio de cultivo ideal para el
crecimiento de la candida se determinan por las siguientes ecuaciones

respectivamente:

. __0,08xg de levadura potencial
Sulfato de amonio = 0715 denitrogeno (Ec 2.6.1)

g desulfato de amonio
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0,0075*g de levadura potencial
0,1656 g de magnesio
g desulfato de magnesio

Sulfato de magnesio =

0,03*g de levadura potencial
0,46 g de pentoxido de difosforo
gde fosfato de amonio

Fosfato de amonio =

0,0075+g de levadura potencial
0,408 g de potasio
gde fosfato de potasio

Fosfato de potasio

(Ec 2.6.2)

(Ec 2.6.3)

(Ec 2.6.4)

Se afladen estos componentes en suficiencia y exceso para que no influyan en

el crecimiento y que solo dependa de la fuente de carbono.

El pH y el Brix son factores que se controlaron en todos los casos, al igual que

la temperatura. Para hacer aerébica la fermentacion los recipientes fueron

colocados todos al mismo tiempo en una zaranda a una velocidad intermedia.

El calculo de los gramos de levadura presente en la solucion se realizé por el

método por camara de Neubauer, haciendo uso de la siguiente ecuacion:

__ Ylevaduras*5+10*%5%10

Lev
64106

Donde:

Z levaduras : Levaduras totales detectadas en el conteo

5 * 10*: Factor de cAmara
5 * 10: Factor de dilusion (puede variar).

células gramos
a— :
mL Litros

64 * 10°: Nimero de conversion de
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Capitulo Ill. Analisis de resultados

En el presente capitulo se realiza un analisis de los resultados obtenidos siguiendo la
estrategia presentada en el capitulo Il.

En el andlisis documental puede constatarse que se siembra yuca en todos los
municipios de la provincia de Matanzas, predominan cuatro variedades y el total
sembrado de las mismas es de 1568ha, por tanto existe disponibilidad de este
material (anexo 1). La cuantificacion de estos residuos en el campo asciende a 7464t
anuales, para este estimado se parte de datos ya reportados, considerando un
rendimiento de 35t/ha y para un estimado de 170kg de tallos/t de yuca (Koopmans y
Koppejan, 1997), de los cuales solo se aprovecha el 10 - 20% en la propagacion del
cultivo (Wambin, et al, 2013).

3.1. Caracterizacion fisica de los tallos de yuca

Se realiza la caracterizacion fisica de los tallos muestreados, teniendo en
cuenta la cantidad de nudos, didmetros en extremos y centro de cada uno,
peso, volumen, longitud y la relacion peso por unidad de volumen y peso por
unidad de longitud (anexo 3). Algunas de las variables medidas se procesaron
estadisticamente y los resultados alcanzados se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 3.1.1. Resumen de la caracterizacion estadistica

Parametros Diametro de los Peso/Volumen Peso/Longitud
estadisticos tallos (mm) (kg /mg) (glem)
Media 19.64 535.38 1,66
Desviacion 2.37 90.39 0,55
estandar
Varianza 5.65 8171.83 0,31
Rango 10.33 415.72 2,41
(15-25) (321.08-736.80) (0.66-3.07)
Coeficiente de 0.01 0.07 -0,29
curtosis
Coeficiente de 1.01 -0.75 1,32
asimetria
Coeficiente de 12.10 16.88 33.42

variacion (%)

Fuente: Elaboracion propia.
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Como puede observarse las tres variables presentan una distribucion normal
pues cumplen con el coeficiente de asimetria y de curtosis (entre -2 y 2),
ademas el histograma de frecuencia en cada caso tiene forma de curva
Gausiana (anexos 4, 5y 6).

El valor de probabilidad debe ser mayor que el nivel de significacion, el cual es
de un 10%. Esta condicion se cumple para todas las variables.

Los coeficientes de variacion en todos los casos son mayores de 12%, lo que
significa que el grado de dispersion es alto. Este resultado es l6gico ya que los
tallos de yuca fueron escogidos de manera aleatoria y tienen caracteristicas
fisicas diferentes.

La caracterizacion brinda informacion acerca del rango en que se encuentra
cada variable y esto es muy importante pues en el caso de la densidad de la
materia prima permite estimar area para almacenaje, tamafio de los equipos en
funcion de lo que se desee procesar.

Las pruebas de almidon, permiten precisar que no hay presencia del mismo en
la parte central del tallo. Se verificd que los tallos de yuca presentan almidon
solo en la parte fibrosa, la cual representa el 97% en peso de los tallos, lo cual
concuerda con (Wambin, et al, 2013) que plantea que el 95% del almidon esta
localizado en el tejido lefioso, 4% en la corteza y 1% en el centro.

Las pruebas de absorcion realizadas a los tallos de yuca con 72.16% MS,
evidencian que los mismos absorben 6 veces su peso por tanto la relacién

liquido solido debe superar este valor.

3.2. Composicion quimica de la materia prima

Con el fin de determinar la composicion quimica de los tallos de yuca, se llevé
a cabo una rigurosa secuencia analitica, que incluydé la determinacion
consecutiva de las sustancias extractivas, polisacéaridos y lignina, asi como el
analisis en paralelo del contenido de componentes minerales. Los resultados
experimentales, aunque son algo menos precisos debido al no uso de técnicas
cromatograficas, brindan una panoramica general bastante atinada, por lo que
pueden ser considerados adecuados para el tipo de estudio realizado en el
presente trabajo.

Los principales componentes de los tallos de yuca son los carbohidratos

estructurales, los cuales constituyen dos terceras partes de la masa seca de la
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materia prima. La celulosa, determinada como la fraccion de polisacaridos
dificilmente hidrolizables, representa el 33.06% del material, mientras que las
hemicelulosas, determinadas como polisacaridos facilmente hidrolizables,
constituyen el 35.49%.

Tabla 3.2.1. Composicion quimica de los tallos de yuca.

Componentes Contenido (% en
masa)
Celulosa 33.06
Hemicelulosas 35.49
Lignina 22.76
Extractos totales 6.05
Cenizas 2.40

Fuente: Elaboracion propia.

En el siguiente grafico se muestra la composicion quimica de los tallos de yuca
tomados parar diferentes estudios, en distintos lugares. En el mismo se puede
observar que esta es muy variable. Las diferencias pueden ser atribuidas a
diferentes procedencias y variedades de tallos de yuca, asi como a diferentes
condiciones meteoroldgicas y particularidades del suelo en las zonas donde

fueron colectadas las muestras.
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Figura 3.2.1. Composicién quimica variable de los tallos de yuca.

Fuente: Elaboracion propia.

3.3 Hidrolisis acida diluida al 0.5% segun disefio de experimentos.

A patrtir de la programacion en una hoja de calculo del software Microsoft Office

Excel, se determinaron los coeficientes de variacion obtenidos para el
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rendimiento de solidos en las hidrolisis acidas diluidas realizadas en el disefio
de experimentos. Estos resultados demuestran que la dispersion es buena, ya
que para todos los casos el coeficiente de variacion es menor que 4%, por lo
que la media es representativa de los datos y no existe dispersion entre los

experimentos para esta variable de respuesta (Anexo 7).

A continuacion se muestra el diagrama de Pareto, en el cual se observa la
influencia de las variables analizadas, asi como su interrelacion, sobre el

rendimiento de solidos en las hidrélisis acidas diluidas.

Diagrama de Pareto Rendimiento de sélidos

AA

BC

A:Liquido-Solido

C:Diametro de particulas (mm)
BB

B:Tiempo (min)

AB

cC

AC

v

o
=}
~
o
[«
N
[N
N
[}
N

2,4

Figura 3.3.1. Diagrama de Pareto para rendimiento de solidos.

Fuente: Elaboracion propia.

En el diagrama de Pareto se puede observar que la variable que presenta
influencia estadistica es la relacién de liquido — sélido al cuadrado, el valor de
la probabilidad en cada caso es mayor que 0.05, lo cual esta correcto ya que se
trabaja para un 95% de confianza. En este diagrama tiene relacion directa con
el rendimiento el diametro de particulas, ya que mientras mayor es su valor
mayor es el rendimiento de sélidos, tiene relacién inversamente proporcional el
tiempo y la relaciéon liquido — sdélido, ya que mientras mayores son estas

variables, menor es el rendimiento.

En el andlisis estadistico de estos datos se obtiene un éptimo,con un minimo
de rendimiento de sélidos para una relacién liquido — sélido de 17.5; 90 minutos
de tiempo de hidrdlisis y 0.7mm de diametro de particulas. Este Optimo se

observa en el diagrama de superficie de respuesta que aparece a continuacion:
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Superfick de respuesta

Tiempo=30 mi

Rendimiento de sodlidos (%)

1 18 1 2 1 Diémetro de particulas (mm )

Relacion fiquido - sdido
Figura 3.3.2. Diagrama de superficie de respuesta para rendimiento de sdlidos.

Fuente: Elaboracion propia.

3.4 Autohidrélisisde los tallos de yuca.

En la figura 3.4.1 se muestran los resultados de la autohidrolisis (AH) para dos
condiciones de hidrélisis &cidas diluidas (HA), puede observarse que el
resultado es l6gico en ambas condiciones porque el rendimiento es mayor para
la autohidrdlisis que en la hidrdlisis 4cida pero la diferencia no es marcada, es
decir, oscila entre 5y 7 %.

Este resultado es alentador porque da una medida de la hidrélisis de la materia
prima sin necesidad del consumo de acido ni de enzimas, esta hidrolisis esta

implicita en cualquiera de las dos variantes que se analizan, acida o

enzimatica.
Rendimiento de sélidos (%)
W AH6
90
W HA6
80 ’ AH12
70 T T T T T
AH6 HA6 AH12 HA12 HA12

Figura 3.4.1. Comparacion entre rendimientos de solidos de hidrdlisis acida y
autohidrdlisis.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.5 Sacarificacion de los tallos de yuca.

En el siguiente grafico de barras se muestran los resultados de los
rendimientos de las hidrélisis realizadas a los tallos de yuca.

Rendimiento de solidos de los hidrolizados (%)

100
50 B Rendimiento de sélidos
de los hidrolizados
O T T T T T T

AH Ac HM Eag E

Figura 3.5.1. Rendimiento de sélidos de los hidrolizados.

Fuente: Elaboracion propia.

En este grafico se puede observar que el menor rendimiento corresponde a la
hidrélisis mixta (HM), lo cual es légico ya que el material se sometié6 a dos
procesos de hidrdlisis por lo que se agota més, durante la hidrdélisis enziméatica
de almidones (E) se disuelven ademas de estos una pequefia cantidad de
hemicelulosas y durante la posterior hidrdlisis acida se disuelve otra parte de
hemicelulosas y celulosas.

El mayor rendimiento de sélidos corresponde a la autohidrdlisis, lo cual es
l6gico ya que para la misma no se usan acidos ni enzimas, solo temperatura, la
cual esta implicita en todas las hidrélisis. En el trabajo de Martinez, 2011 para
esta materia prima se logré elucidar la presencia de un contenido de extractos
solubles en agua caliente ascendente a 7,5% de la masa de la misma y que el
contenido real de carbohidratos en la fraccion de extractos hidrosolubles puede
ser aun mayor, ya que el método analitico empleado no permitié cuantificar los
oligo- y polisacaridos.

En el caso de la hidrolisis acida el rendimiento es superior al obtenido por
Martinez, 2011, lo cual se atribuye a que esta hidrolisis se realizé en

condiciones mas severas.
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3.5.1. Balance de masa para hemicelulosas y celulosas en cada hidrdlisis

de los tallos de yuca.

Los resultados reflejados en las figuras que se muestran a continuacion se
obtuvieron, a partir de la programaciéon en hoja de calculo del software
Microsoft Office Excel, del procesamiento de los datos obtenidos en la
experimentacion realizada por método gravimétrico de los PFH, PDH, ademas
de los ART.

+ Autohidrdlisis

Materia prima —»| Autohidrélisis —— Fraccion sdlida

19.32 g de biomasa 15.77 g de celulignina
6.85 g de hemicelulosas (35.4%)
6.38 g de celulosas (33.06%)

0
Fraccion liquida 5.21 g de celulosas (33.05%)

0.17 g de aztcares (0.74 g/L)

Figura 3.5.2. Balance de las hemicelulosas y celulosas en la autohidrdlisis de los tallos
de yuca.
Fuente: Elaboracion propia.

+ Hidrdlisis acida

Materia prima —| Hidrdlisis Acida —— Fraccidn sdlida
19.82 g de biomasa \ 16.08 g de celulignina

7.03 g de hemicelulosas (35.4%)
6.55 g de celulosas (33.06%)

0
Fraccién liquida 5.31 g de celulosas (33.05%)

0.24 g de azucares (0.87 g/L)

Figura 3.5.3. Balance de las hemicelulosas y celulosas en la hidrdlisis acida de
los tallos de yuca.
Fuente: Elaboracion propia.

+ Hidrolisis Mixta

Materia prima —»| Hidrolisis Mixta —— Fraccion sdlida
19.33 g de biomasa \ 13.35 g de celulignina

6.86 g de hemicelulosas (35.4%)
6.39 g de celulosas (33.06%)

0
Fraccién liquida 3.86 g de celulosas (28.93%)

0.96 g de azucares (enzimatico) (3.7 g/L)
0.08 g de azucares (acido) (0.33 g/L)

36
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5.06 g de hemicelulosas (31.5%)
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Figura 3.5.4. Balance de las hemicelulosas y celulosas en la hidrolisis mixta de
los tallos de yuca.
Fuente: Elaboracion propia.

+ Hidrélisis Enzimatica con agitacion

. Hidrdlisis
Materia prima —» L. — Fraccidn sdlida
enzimatica (Ag) o
19.35 g de biomasa 14.2 g de celulignina
6.86 g de hemicelulosas (35.4%) \ 2.14 g de hemicelulosas (15.08%)

6.39 g de celulosas (33.06%) 4.4 g de celulosas (31.21%)

Fraccion liquida
0.19 g de azucares (1.53 g/L)

Figura 3.5.5. Balance de las hemicelulosas y celulosas en la hidrolisis
enzimatica con agitacion de los tallos de yuca.
Fuente: Elaboracion propia.

+ Hidrélisis Enzimatica sin agitacion

] ) Hidrdlisis
Materia prima —— L. — Fraccion sdlida
enzimatica _
19.66 g de biomasa 14.5 g de celulignina
6.98 g de hemicelulosas (35.4%) \ 4.05 g de hemicelulosas (27.9%)

6.5 g de celulosas (33.06%) 4.72 g de celulosas (32.58%)

Fraccion liquida
0.25 g de azucares (0.97 g/L)

Figura 3.5.6. Balance de las hemicelulosas y celulosas en la hidrolisis
enzimatica sin agitacioén de los tallos de yuca.

Fuente: Elaboracion propia.

En el siguiente gréafico se muestra el porcentaje de solubilizacion de celulosas y
hemicelulosas para cada hidrolisis. En el mismo se ratifica que en todos los
casos se solubiliza una mayor cantidad de hemicelulosas que de celulosas,

debido a que estos ultimos son polisacaridos dificilmente hidrolizables.
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Figura 3.5.7. Porcentaje de solubilizacion en las hidrélisis.

Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 3.5.7 se demuestra que el efecto de la agitacion influye en la
solubilizacion de los diversos componentes, en el caso de la hidrélisis
enzimatica con agitacion se disuelve mayor cantidad de hemicelulosas que en
la mixta y mayor cantidad de celulosas que en la enzimatica sin agitacion,
realizadas en igualdad de condiciones. El mayor porcentaje de solubilizacion de
celulosas corresponde a la hidrolisis mixta, esto es debido a la accion del acido

sobre el residuo pretratado por enzimas.

3.6. Fermentacion de los hidrolizados resultantes

En la figura 3.6.1 se muestra el crecimiento de biomasa y el contenido de ART

para cada hidrolizado de tallos de yuca (para una prueba).

10

H Crecimiento microbiano (g/L)

M ART del liquido (g/L)

8
6
4 -
2
0

E Eag Ac AH ES0y E80y E20y
Ac50  Ac20  Ac80

Figura 3.6.1. ART y crecimientomicrobiano en los hidrolizados de tallos de
yuca.

Fuente: Elaboracién propia.

Se puede observar que en todos los casos hubo crecimiento microbiano dado
por la presencia de fuente de carbono aportada por los tallos de yuca

residuales.
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En las pruebas realizadas sigue el mismo comportamiento de crecimiento de
levadura para los hidrolizados en cada una de las hidrdlisis, es decir, la
enzimatica mayor, similar crecimiento autohidrélisis y é&cida, siendo los
menores.

Se puede constatar que los resultados mas favorables de crecimiento
microbiano corresponden a hidrolizados provenientes de la hidrolisis
enzimatica, lo que se confirma con los resultados de la hidrdlisis mixta, que el
crecimiento es mas favorecido cuando presenta mayor proporcion del sustrato
resultante de la hidrélisis enzimatica (E80 y A20).

En la figura 3.6.1 la autohidrélisis (mayor rendimiento de solidos) tiene un
comportamiento similar a la hidrdélisis &cida. Esto se atribuye a que durante la
hidrolisis acida una parte de la glucosa que se forma en este proceso se
polimeriza y se obtienen sacaridos con mayor peso molecular, este proceso se
conoce como reversion. Los productos de la reversion no fermentan con
levaduras y cuando la concentracion de glucosa es mayor se incrementa la
reversion (Herrera y Pons, 2014). Ademas, esta hidrdlisis presenta como
desventajas: formacion de productos no deseables y flexibilidad muy pobre
(Mera y Carrera, 2005).

Se puede observar que para las hidrolisis mixtas que contienen 80% y 50% de
hidrolizado enzimatico respectivamente existe al inicio de realizada la mezcla
mayor cantidad de ART que en las enzimaticas, sin embargo, se produce
menor crecimiento microbiano para estos casos, lo cual ratifica el proceso de
reversion que ocurre por la accion del acido.

Los peores resultados de la mixta corresponden a la mezcla de 20% de
enzimatica y 80% de &cida.

En el caso de la hidrélisis enzimatica con agitacion existe mayor crecimiento de
biomasa y mayor contenido de ART en el hidrolizado, lo que corrobora que el

factor agitacion influye positivamente sobre la velocidad de reaccién quimica.
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3.7. Consideraciones econdémicas sobre el aprovechamiento de los tallos
de yuca.

3.7.1. Sustitucidon de maiz por tallos de yuca para la obtencion de levadura
Torula.

Los tallos de yuca presentan entre 22% y 39% de almidén (Wambin, et al,
2013). Suponiendo que los tallos tengan un minimo, un valor medio y un

maximo de almidon se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 3.7.1. Sustitucidon de maiz por tallos de yuca residuales.

% de almidén Sustitucion de Sustitucion de

en los tallos maiz por tallos maiz por tallos
(%) %)
22 28.57 85.71
28 36.36 109.09
39 50.65 151.94

Fuente: Elaboracion propia.

Los calculos fueron realizados en hoja de calculo del software Microsoft Office
Excel, teniendo en cuenta el rendimiento de produccién de levadura a partir de
almiddén es de un 55% y que el maiz presenta un 77% de almidon (Herrera y
Pons, 2014). Estos resultados se obtienen para una tonelada de materia prima,
teniendo en cuenta que el precio actual del maiz es 300%/tonelada.

Los valores reportados en la tabla 3.7.1 son el resultado de calculos
considerando la levadura potencial en funcién de lo que reporta la literatura con
respecto al almiddn, los experimentos realizados demuestran que la levadura
Torula obtenida es superior al prondstico, lo cual se debe a la hidrélisis de la
glucosa presente en las hemicelulosas y en la celulosa amorfa, por lo que los
valores obtenidos en experimentacion exceden estas cifras.

Este resultado tiene una gran importancia ya que es necesario resolver la
situacion actual existente en nuestro pais con la alimentacion animal y el maiz
se utiliza como fuente de alimentacién humana, mientras que los tallos de yuca

no, ademas estan siendo desechados un gran porcentaje de los mismos.
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3.7.2. Comparacion entre los costos de los procesos de sacarificacion.

Los datos que aparecen en la siguiente tabla fueron obtenidos para una
tonelada de tallos de yuca. Se realiz6 a partir de las cantidades consumidas en
las pruebas realizadas de cada sustancia segun el tipo de hidrolisis. En esta
tabla se muestran solo los costos que difieren en cada tipo de hidrélisis,
teniendo en cuenta que se realizan para las mismas condiciones, con el
objetivo de establecer una comparacién econémica entre los tipos de hidrdlisis
estudiados en este trabajo.

Tabla 3.7.2. Costos de las hidrdlisis de los tallos de yuca.

Aspectos Costo Hidrolisis Hidrolisis  Autohidrolisis
($/ton) enzimatica acida (costos-$)

(costos-$)  (costos-$)

Alfa amilasa 23250 2.32 -- -
Amiloglucosidasa 23570 2.35 -- --
Sal comun 61.5 0.06 - -
Acido fosforico 1025 - 89.68 45.92
concentrado
Hidroxido de 208 -- 11.31 --

sodio al 50%

Total 4.74 101 45.92

Fuente: Elaboracion propia.

Es evidente que la hidrélisis enzimatica de almidones es la menos costosa,
ademas de reportar el mejor resultado técnico.
A continuacion se plantean otros aspectos a tener en cuenta para conocer el
costo total de produccion de levadura Torula a partir de tallos de yuca
residuales. Estos factores representan igual costo para cada tipo de hidrdlisis:
+ Transportacion de la materia prima
+ Electricidad (molienda gruesa y fina, calentamiento, agitacion, aireacion
durante la fermentacion)

+ Agua consumida (lavado de tallos, hidrdlisis)
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+ Sales afiadidas para crear el medio de cultivo ideal para el crecimiento

de la levadura.
La desventaja que presenta la hidrolisis enzimética de almidones es el elevado
tiempo de reaccion que necesita, es decir, se realizan 4 hidrélisis acida o
autohidrdlisis a una cantidad determinada de materia prima en el mismo tiempo
que se realiza una vez hidrolisis enzimatica de almidones. Debe sefialarse que

este tiempo puede reducirse.

Teniendo en cuenta los andlisis realizados en este capitulo, la secuencia l6gica
del proceso de obtencion de levadura Torula a partir de los tallos de yuca

residuales, se muestra en la siguiente figura:

‘ Materia Prima ‘

Lavado

E’Eecado naturalj

| Hidrélisis Enzimatica |

.~

‘ Fermentacion Aerobia ‘

Figura 3.7.1. Secuencia légica del proceso de obtencién de levadura Torula a
partir de tallos de yuca.
Fuente: Elaboracion propia.
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Conclusiones Parciales:

1.

En el analisis estadistico de las variables analizadas en la
caracterizacion fisica de la materia prima se evidencia que todas

presentan un comportamiento normal.

La caracterizacion de los tallos de yuca revel6 que los carbohidratos
estructurales y la lignina representan, respectivamente, el 68.55% vy el
21.52% del peso seco de los tallos de yuca, por lo que ese material es

apropiado como materia prima para biorrefinerias lignoceluldsicas.

Se demostré que estadisticamente la variable que mas influye en el
rendimiento de sélidos alcanzado en las hidrdlisis acidas diluidas para
las condiciones del disefio de experimentos es la relacién de liquido —
sélido, ademas se obtuvo un 6ptimo de condiciones para un minimo de

rendimiento de soélidos.

Los hidrolizados resultantes de la autohidroélisis e hidrdlisis acida tienen
similar comportamiento en la fermentacién, siendo los que proporcionan

el mas bajo crecimiento.

Se demostré que se puede sustituir como minimo un tercio del maiz
utilizado para alimentacion animal por tallos de yuca residuales, y de
esta forma aprovechar sus potencialidades teniendo en cuenta su

composicion quimica.

El proceso de obtencion de levadura Torula teniendo en cuenta el
estudio realizado conlleva a considerar en su implementacién como
principales etapas: Lavado de los tallos; secado natural; molienda;
hidrolisis enzimética y fermentacion, lo cual no difiere del tratamiento

requerido por otras materias primas (por ejemplo el boniato).
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Conclusiones

. Se confirma que el proceso de sacarificacion de los tallos de yuca
residuales permite la obtencion de levadura Torula por lo que queda
validada la hipotesis.
La caracterizacion fisica de los tallos de yuca residuales de la variedad
Seforita arroja:
+ Presentan almidén solo en la parte fibrosa, la cual representa el 97%
en peso de los mismos.
+ Absorben 6 veces su peso.
+ La densidad se encuentra en el rango de 321.08 — 736.8kg/m°.
El andlisis estadistico realizado mediante Statgraphics Plus versién 5.0
for Windows permiti6 comprobar la significacion de los resultados
experimentales.
En el andlisis estadistico para el disefio experimental de la hidrdlisis
acida se obtiene un 6ptimo de minimo rendimiento para las condiciones
de relacion liquido — sélido de 17.5; tiempo de hidrdélisis de 1.5h y
diametro de particulas menor o igual que 0.7mm.
El resultado mas favorable para la obtencién de levadura Torula se
obtiene mediante la hidrdlisis enzimética seguida de fermentacion.
El estudio realizado permite hacer las siguientes consideraciones
economicas:
+ La hidrdlisis enzimatica es la mas econémica.
+ El ahorro por concepto de sustitucion del maiz por tallos de yuca
residuales para una tonelada de materia prima es de 85.7 pesos

(moneda total) como minimo.
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Recomendaciones

1. Continuar el estudio de la etapa de autohidrolisis con vistas a mejorar el
proceso de fermentacion.

2. Profundizar en el estudio de la hidrdlisis 4cida considerando la variable
de respuesta ART.

3. Valorar la combinacion de los hidrolizados de esta materia prima con
otras utilizadas con este fin para compensar bondades y carencias de

las distintas materias primas.
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Anexos

Anexo 1. Areas con plantaciones de yuca en la provincia de Matanzas

Municipios Total Variedades de yuca
C-6329 CMC-40 C-74-725 Sefiorita
Matanzas 280.9 24.8 31.6 142.7 81.8
Cardenas 74.3 8.7 10.6 34.9 20.1
Marti 231.6 71.3 26.2 65.2 68.9
Colén 48.3 9.8 11.2 5.6 21.7
Perico 57.8 7.6 8.8 15.9 26.3
Jovellanos 110.2 16.2 26.6 29.8 37.6
P. Betancourt 1.2 - - - 1.2
Limonar 113.9 20.2 14.7 37.3 41.7
Union de Reyes 414.7 41.8 73.6 174.4 124.9
Ciénaga 10.0 2.1 - 3.6 4.3
Jagiey Grande 174.6 28.6 20.9 63.8 61.3
Calimete 41.0 8.2 6.1 21.6 51
Los Arabos 9.4 1.6 - 5.1 2.7
Total 1567.9 240.9 230.3 599.1 497.6
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Anexo 2. Protocolo de Hidrolisis Enzimatica de Almidones para tallos de yuca

residuales.

=

Mezclar los tallos pesados previamente con agua destilada
Ajustar pH a 5.8

Encubar por 2h a 85°C

Afadir la enzima alfa amilasa

Mantener 4h con esta enzima

Refrescar la mezcla hasta 60°C

Ajustar pH a 4.5

Transcurrido 15 minutos afadir la amiloglucosidasa y mantener 48h

© 0 N o g B~ WD

Filtrar
10.El liquido se conserva en frio para determinar el contenido de ART

11.EIl sdlido se seca, se pesa para determinar el rendimiento de sdlidos.



Anexo 3. Caracterizacion fisica de los tallos de yuca residuales.

Didametro
Longitud promedio Peso Volumen Peso/Vol Peso/Longitud
Tallos Nudos (cm) (mm) (g) (m3) (kg/m3) (g/cm)
1 46 64,5 21,67 150 0,0002 6310,70 2,33
2 17 52 20,67 118 0,0001 6768,12 2,27
3 20 43 25,00 132 0,0002 6256,85 3,07
4 20 51 20,33 100 0,0001 6041,48 1,96
5 19 44,5 21,67 100 0,0001 6097,98 2,25
6 10 42 23,00 90 0,0001 5160,22 2,14
7 11 33 25,33 94 0,0001 5654,05 2,85
8 15 55 20,00 100 0,0001 5790,39 1,82
9 14 48 16,33 46 0,0001 4576,12 0,96
10 13 34 19,50 52 0,0001 5123,72 1,53
11 11 36 19,33 72 0,0001 6816,27 2,00
12 11 42 23,00 100 0,0001 5733,57 2,38
13 33 46 20,33 110 0,0001 7367,97 2,39
14 8 42 20,00 78 0,0001 5914,47 1,86
15 16 57 23,00 76 0,0002 3210,80 1,33
16 16 60 18,33 82 0,0001 5179,77 1,37
17 17 57 20,67 112 0,0001 5860,47 1,96
18 25 51 22,00 109 0,0001 5625,24 2,14
19 17 43 19,33 76 0,0001 6023,68 1,77
20 9 39 19,67 64 0,0001 5404,86 1,64
21 13 36 17,67 46  8,82E-05 5215,27 1,28
22 22 56 18,00 60 0,00014 4212,58 1,07

23 23 55 18,67 73 0,00015 4852,40 1,33




24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

24

11

23

12

11

13

10

10

18

22

21

16

20

14

31

14

61,5
33
44

34,5
43
35
36
38
36

39,5
38
39

38,5

51,5

37,5

41,5
48

43,5

39,5

17,67
17,00
16,67
22,00
20,00
18,00
18,67
18,67
20,67
15,00
19,33
15,67
19,33
18,67
18,00
18,00
16,00
19,33

23,00

56

44

42

62

86

44

50

50

58

26

58

36

68

74

46

56

58

46

102

0,00015
7,45E-05
9,59E-05
0,00013
0,0001
0,000089
9,84E-05
0,00010
0,0001
6,97E-05
0,00011
7,51E-05
0,00011
0,0001
9,53E-05
0,00010
9,64E-05
0,0001

0,000164

3716,50
5877,21
4377,53
4729,96
6369,43
4942,77
5077,67
4810,42
4805,24
3726,70
5201,89
4790,88
6019,56
5253,17
4822,94
5305,49
6012,81
3604,01

6218,39

0,91
1,33
0,95
1,80
2,00
1,26
1,39
1,32
1,61
0,66
1,53
0,92
1,77
1,44
1,23
1,35
1,21
1,06

2,58




Anexo 4. Histograma de frecuencia para el peso por volumen de los tallos de

yuca.

Histograma de frecuencia para pesoAolumen
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Anexo 5. Histograma de frecuencia para el diametro de los tallos de yuca.

Hstograma de frecuencia para el dianmetro
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Anexo 6. Histograma de frecuencia para el peso por longitud de los tallos
de yuca.

Histograma de frecuencia para pesofongitud
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Anexo 7. Determinacion de los coeficientes de variacion para el rendimiento de

solidos en las hidrdlisis &cidas del disefio de experimentos.

Hidrolisis
acida  Rendimiento Desviacion  Coeficientes
diluida medio (%) estandar de variacion
Ha, 79,5156547 0,552627298 0,694991823
Haz 80,5594391 2,716809233 3,372428187
Haa 77,971846 0,325490358 0,417446008
Has 83,546719  1,94269722 2,325282479
Has 83,1228307 0,821275218 0,988026046
Haz 78,1755895 2,247442341 2,87486459
Has 80,807788 2,665183229 3,298176199
Hag 77,3547189 2,142151526 2,769257721
Haso 76,5013213 1,766935578 2,309679818
Hai1 81,0989099 1,861389486 2,295209009
Haiz 77,3479553 0,912212582 1,179362244
Hais 84,003603 0,879227569 1,046654593
Haia 81,1421807 2,131995204 2,627480781
Hais 76,0988439 2,656975908 3,491479991
Haie 74,4499184 1,77212855 2,380296162
Haiz 74,8593163 1,165996338 1,557583473




