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Resumen

En este trabajo se evalud la produccion de azica-
res reductores a partir de hidrolisis de Luffa Cylin-
drica (LC). Se determiné el contenido de celulosa
(82,54%) y lignina (9,73%), de la materia prima y se
redujo de tamafno, mediante un molino de cuchillas
hasta malla 100. El maximo contenido de azucares
reductores obtenidos fue 1.207 mg/ml., 1.493 mg/
mL y 2.441 mg/mlL para las hidrélisis acida, basica
y enzimatica, respectivamente. Un disefio tipo Box-
Behnken, permitié determinar las condiciones 6pti-
mas de pH, tiempo y temperatura para las hidrolisis
acida (pH 4.0, 60 min, 150°C) y basica (pH 10.0, 30
min, 112.5°C), asi como pH, volumen de celulasa,
y temperatura para la hidroélisis enzimatica (pH 6.2,
2.39 mL y 42.4°C). Se realizaron estudios fermenta-
tivos con Saccharomyces Cerevisiae inmovilizada, a dife-
rentes condiciones, con el fin de validar los modelos
obtenidos en cada tipo de hidrdlisis y se alcanzaron
rendimientos del orden del 10% en contenido de al-
cohol, para los tratamientos estudiados.
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Abstract

In this study, reducing sugars production by Luffa
Cylindrica (1.C) hydrolysis was evaluated. The cellu-
lose and lignin content (82.54% and 9.73%) of raw
material, was determined and reduced in size by a
cutter mill to a size of 100 mesh. The maximum
reducing sugar content obtained was 1.207 mg/
mL, 1.493 mg/mlL and 2.441 mg/mL for acid, ba-
sic and enzymatic hydrolysis respectively. The op-
timal conditions of pH, time and temperature for
acid hydrolysis ( pH 4.0, 60 min, 150°C), alkaline
hydrolysis (pH 10, 30 min, 112,5 °C) and enzymatic
hydrolysis to pH, amount of cellulose and tempe-
rature (pH 6.2, 2.39 ml,, 42.4°C) were determined
by a design type Box-Behnken. Fermentation stu-
dies were performed with immobilized Saccharomy-
ces Cerevisiae at different conditions in order to va-
lidate models obtained for each type of hydrolysis
and achieved yields of 10% ethanol content for
treatments studied.
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1. Introduccion

El etanol, adicionado a la gasolina, se obtiene a pat-
tir de la fermentacion de azucares reductores pro-
venientes de productos vegetales, que generalmente
son: cereales, remolacha y cafia de azucar. La pro-
duccién de etanol en Colombia proviene exclusiva-
mente de la fermentacion de jugos de cafia de azu-
cat, a pesar de que el pafs cuenta con gran variedad
de recursos lignocelulésicos. Sin embargo no se han
realizado investigaciones sobre sus beneficios, ni
tampoco se ha evaluado la posibilidad de utilizarlos
como materia prima para la obtencién de bioetanol,
como es el caso de la Luffa Cylindrica. El principal
mercado de este material es la industria cosmética,
sin embargo debido a su alto contenido de celulosa
y lignina, y su amplia presencia en el territorio co-
lombiano, se constituye en una buena opcién como
materia prima para la obtencion de etanol [1].

El material lignocelulésico esta constituido por tres
polimeros estructurales: hemicelulosa, celulosa y lig-
nina; componentes que hacen de ella un substrato de
enorme valor biotecnolégico. Ademas de esto y de-
bido a su alto contenido de azdcares fermentables, la
biomasa ha merecido particular atencién como sus-
trato alternativo en la produccion de etanol. Para ob-
tener los azucares de la biomasa, ésta debe ser tratada
con acidos o enzimas que facilitan su obtencion. La
celulosa y hemicelulosa, son hidrolizadas por enzi-
mas 6 diluidas por acidos para obtener sacarosa, que
es entonces fermentada. Los principales métodos
para obtener estos azicares son tres: la hidrolisis con
acidos concentrados y diluidos, la hidrolisis basica, y
la hidrolisis enzimatica [2].

Para la obtenciéon de alcohol etilico, a partir de bio-
masa lignoceluldsica, se han utilizado productos tales:
como residuos de madera, maiz, bagazo de cafia de
azucat, paja, cascarilla de arroz, residuos de algodon,
entre otros. Sinembargo, no se conocen trabajos en
los cuales la fuente de biomasa lignoceluldsica, para la
obtencion de bioetanol, sea la LC. Para los anteriores
productos, el procedimiento para obtener alcohol lig-
nocelul6sico, consta de las etapas :pretratamiento de
la biomasa, hidrolisis, fermentacion y destilacion [3].

La composicion quimica de la LC, depende de va-
rios factores como: el origen de la planta, condicio-
nes ambientales, naturaleza del suelo, etc. Por ejem-
plo: los contenidos de celulosa varfan de 55 a 90%,
el contenido de lignina esta dentro del rango de 10 a
23%, el contenido de hemicelulosa esta alrededor de
8 a 22% y cenizas cercanas al 0.4%. La Luffa Cylin-
drica producida en el Valle del Cauca-Colombia, esta
compuesta por un 7.6 % de agua y 0.71% en cenizas
(hecho que evidencia que en la composicioén existe
una minima cantidad de materia inorganica). Tiene
un poder calotifico de 3644 cal/g y presenta resisten-
cia a temperaturas relativamente altas [4]. Es comun
encontrarle usos a la LC como esponja de bafio, pero
también es utilizada a nivel industrial como materia
prima para la elaboracion de filtros para agua y acei-
te, asi como para calderas y destilerfas, rellenos para
muebles y embalajes, planchas acusticas, fabricacion
de papel, carton, entre otros. El principal mercado
de la LC es la industria cosmética y pocas investiga-
ciones han sido dedicadas a su estudio como fuente
de fibras. Debido a su composicién (alto contenido
de celulosa y hemicelulosa, y bajo contenido de ligni-
na), se constituye en una opcidon como materia prima
para la obtencion de etanol celuldsico [5].

El objetivo de este trabajo fue evaluar la obtencién
de aztcares reductores a partir de la hidrolisis aci-
da, alcalina y enzimatica de la LC, y la fermentacion
de los mismos con Saccharomyces Cerevisiae, para
la produccion de etanol.

2. Metodologia

2.1 Caracterizacion de LC
El contenido de lignina y celulosa presentes en la

LC, se determiné mediante la norma TAPPI T 222
0s-74 y TAPPI T 203 os-74 respectivamente [6].

2.2 Hidrolisis acida basica y enzimatica

Para los ensayos, se utilizé6 una muestra de 1 g de
LC que fue tratada con 100 ml de solucién de acido

AVANCES Investigacion en Ingenieria Vol. 10 - No. 1 (2013)

51



52

sulftrico, hidréxido de sodio o celulasa. Las hidro-
lisis, se llevaron a cabo a presion atmosférica, me-
diante ebullicién a reflujo. Las variables de estudio,
fueron tiempo de reaccién (30—60) min, tempera-
tura (100-150)°C y pH (2.0-4.0 y 9.0-11.0 para
hidrolisis acida y alcalina respectivamente). Para la
hidrélisis enzimatica, las variables de estudio fue-
ron el pH (5.0-7.0); la temperatura (40—60) °C y
volumen de celulasa (1-3) mL durante 8 horas de
tratamiento. Una vez terminadas las corridas expe-
rimentales, se detuvieron las reacciones mediante
enfriamiento rapido y el producto hidrolizado se
filtré para su posterior analisis. El contenido de
azucares reductores, se cuantificé mediante el mé-
todo de acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) con glu-
cosa como estandar [7]. Las lecturas de la absot-
bancia se midieron a A=584 nm.

2.3 Disefio experimental

Para evaluar el efecto de las variables de proceso,
en cada uno de los tratamientos, se desarrollé un
disefio Box—Benhkhem para las hidrolisis acida, al-
calina y enzimatica. Los tratamientos se muestran
en la Tablas 1- 3.

El analisis estadistico de los datos obtenidos, se rea-
liz6 mediante el empleo del paquete estadistico De-
sign Expert 7.1 versién de prueba. las condiciones
Optimas para los tres tratamientos, se obtuvieron
mediante la metodologia de superficie de respuesta.

2.4 Estudio cinético de la fermentacion

Para realizar los estudios cinéticos y validar cada
modelo estadistico determinado, se eligi6 el trata-
miento que produjo mayor contenido de azucares
reductores en cada hidrolisis. Asi, se eligieron los
experimentos 17 (Tabla 1), 10 (Tabla 2) y 06 (Tabla
3). Cada filtrado obtenido (acido, alcalino y enzi-
matico) fue sometido a fermentacién anaerdbica
con Saccharomyces Cerevisiae, inmovilizada en algina-
to de calcio. Durante los ensayos fermentativos, se
evalu6 el consumo de sustrato durante 48 horas de
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Tabla 1. Diseflo experimental para la obtencion de azicares

reductores mediante hidrolisis 4cida.

Tabla 2. Disefio experimental para la obtencién de aztcates
reductores mediante hidrolisis alcalina.




Tabla 3. Disefio experimental para la obtencion de azucares
reductores mediante hidrolisis enzimatica.

tratamiento. El consumo de sustrato, se determind
evaluando el contenido de azicares reductores con
la técnica de DNS. El consumo de sustrato (CS), se
cuantifico mediante la Ecuacién 1.

So—S
€S ="_""x100% @
So
Donde:
S,;;  Concentracion inicial de azdcares reductores,
gl

S:  Concentracién final de azucares reductores
hasta 48 horas de tratamiento, g L.
3. Resultados y discusion

3.1 Caracterizacion de la LLC

La Tabla 4, muestra los resultados obtenidos para
el contenido de celulosa y lignina, antes y después

de los tratamientos de: hidrolisis acida, alcalina y
enzimatica.

Tabla 4. Contenido de celulosa y lignina de la LC antes y

después de los tratamientos.

Tratamiento % Celulosa

% Lignina

LC sin tratamiento
Hidrolisis acida
Hidr6lisis basica

Hidrolisis enzimatica

Luego de los tratamientos hidroliticos, no se evi-
dencian mayores cambios en contenido de ligni-
na, excepto para la hidrolisis acida (7.44%). Por su
parte, el contenido de celulosa cambié en los tres
tratamientos, siendo mds notoria la conversion
de celulosa en la hidrolisis enzimatica (37.31%).
Aungque los niveles de celulosa disminuyeron en
las hidrolisis acida y alcalina, los niveles alcanza-
dos en ambos fueron del orden del 70%. Con base
en esto, no hay diferencias significativas entre los
tratamientos acido y alcalino, en cuanto al conte-
nido de celulosa.

3.1 Disefio de experimentos

El analisis estadistico, se realiz6 mediante el soft-
ware Design Expert 7.1, version de prueba. La su-
perficie de respuesta y los graficos de algunas in-
teracciones, para cada uno de los tratamientos, se
muestran en las Figuras 1y 2.

La Figura la muestra una superficie en forma
de plano, con ligera curvatura. No existen tér-
minos estadisticamente significativos en el mo-
delo. Sinembargo, las interacciones pH-tempe-
ratura, son importantes para el desempefio del
mismo. Las condiciones 6ptimas determinadas
fueron pH 4.0, 60 min y 150°C. La ecuaci6n 2,
describe el modelo de regresion para el trata-
miento acido.
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Figura 1. Superficie de respuesta para los tratamientos.
a) Hidrolisis acida. b) Hidrolisis alcalina. ¢) Hidrolisis
enzimatica

Azucares reductores

=1.06 + 7.50X10"* * A + 1.75X1073 * B + 3.75X1073 * C + 0.017 * A * B
+0.020 %A% C+0.018 B * C + 0.026 * A2 + 0.023 * B 4+ 6.20X1073 = (?
+0.076 % A2 * B — 0.031 * A2 x C — 2.25X107% x A * B2

)

La Figura 2a muestra la interaccion entre los facto-
res de temperatura y pH. A un tiempo de 60 minu-
tos, un aumento del pH provoca un aumento en la
respuesta; mientras que un aumento en la tempera-
tura, provoca una ligera disminucién en la produc-
cion de azucares reductores.

La Figura 1b muestra una superficie en forma de
teja. El tiempo es la variable mas significativa del
proceso. Una disminucién del mismo, provoca un
aumento en la respuesta. Las condiciones 6ptimas
determinadas son pH 10.0, 30 min y 112.5°C. La
ecuacion 3, describe el modelo de regresion para el
tratamiento alcalino.

Azucares reductores

=1354+9.25X10"3 % A — 0.11 * B 4+ 0.047 *
*C+0.10%B *C —0.021 * A> + 0.012 = B2 -

3
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Figura 2. Interacciones para los tratamientos. a) Hidrolisis
acida. b) Hidrolisis alcalina. ¢) Hidrdlisis enzimatica

La Figura 2b, muestra la interaccién entre pH y
tiempo. A 112.5 °C, un aumento del pH provoca
un ligero aumento en la respuesta, mientras un au-
mento del tiempo desfavorece la produccion de
azucares reductores.

La Figura 1c muestra una superficie inclinada con
forma de plano. La temperatura es la variable mas
relevante del proceso enzimatico. Los mejores re-
sultados se obtienen a bajo nivel de esta variable.
Las condiciones optimas determinadas son: pH
0.2, 2.39 mL de celulosa y 42.4°C. El modelo de

regresion, se muestra en la ecuacion 4.

Aztcares reductores

=142-029%A—0.042 B +0.094*C —0.077*A*B —025*xA*C
—0.086*B*C +0.16 * A> + 0.11 * B> + 0.085 * C2 + 0.021 * A?> * B + 0.15
* A% % C +0.014 x A « B?

#)

La Figura 2c muestra la interaccion entre el volu-
men de celulosa y pH. A 60°C, un aumento del pH
provoca un ligero aumento en la respuesta, mien-
tras que un aumento en el volumen de celulosa, ge-
nera una disminucién en la produccién de azucares
reductores.



3.2 Validacion de los modelos estadisticos

Se eligi6 una corrida experimental de cada hidré-
lisis, con el fin de validar los modelos propuestos.
Con base en las Ecuaciones 2-4, se obtuvieron los
valores correspondientes a cada uno de ellos. La
Tabla 5, muestra dicha informacién: los valores ob-
tenidos vs los resultados experimentales.

Tabla 5. Valores predichos vs valores experimentales para

los tratamientos hidroliticos.

Azucares reductores, mg/mL

Hidrolisis Modelo  Experimental R?

Los datos experimentales se ajustaron a los mode-
los de regresiéon obtenidos en el analisis.

3.3 Cinética de fermentacion

Las tabla 6 y 7, muestran las condiciones a las que
se desarrollaron la validacién de los modelos obte-
nidos y el estudio cinético de los tres tratamientos.

Tabla 6. Condiciones para ensayos cinéticos de los produc-
tos obtenidos en las hidrélisis acida y alcalina.

Hidrélisis Tiempo, min

pH  Temperatura, °C

Tabla 7. Condiciones para ensayo cinético del producto
obtenido en la hidrdlisis enzimatica (ocho horas de

tratamiento).

Hidrolisis ' olumen de

pH  Temperatura, °C

celulosa, mL

Bajo esas condiciones, se realizaron sendos ensayos
cinéticos de fermentacion, a partir de Saccharomyces
Cerevisiae inmovilizada en alginato de calcio. Con base
en la Ecuacién 1, se determind la cinética de consumo
de sustrato (azucares reductores obtenidos mediante
hidrolisis de LC) durante 48 horas de tratamiento.

Tabla 8. Consumo de sustrato durante 48 horas para los

diferentes tratamientos hidroliticos.

Hidrolisis

Consumo de sustrato, %

En la Figura 3, se presenta el consumo de aztca-
res reductores durante la fermentacién, a diversos
tiempos, para cada una de las hidrolisis, las cuales
presentaron un comportamiento similar. La velo-
cidad de consumo de azucares reductores, durante
las primeras cinco horas de fermentacion, fue signi-
ficativamente mayor, en comparaciéon con tiempos
mayores. Se observé un menor consumo de sus-
trato en la hidrolisis enzimatica; esto se atribuye a
posibles inhibidores, generados durante el proceso
de fermentacion.
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Figura 3. Consumo de azucares reductores producidos
mediante hidrélisis de LC durante la fermentacion.

4. Conclusiones

Mediante caracterizacion quimica de la Luffa Cylin-
drica, se determiné el contenido de lignina (9,73%)
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y celulosa (82,54%). El contenido de celulosa es
mayor respecto a otros materiales lignocelul6sicos
reportados en la literatura.

Estadisticamente, no existen factores relevantes
para la hidrolisis acida. Los datos experimentales
se ajustaron a un modelo de tercer orden con un
R2 de 0.927. Las condiciones 6ptimas son pH 4.0,
60 min y 150°C. Existe interaccién entre pH y tem-
peratura. La variable mds significativa en el trata-
miento alcalino, fue el tiempo. Los datos experi-
mentales se ajustaron a un modelo de tercer orden
con un R2 de 0,932. Las condiciones 6ptimas son
pH 10, 30 min y 112.5°C. Para la hidrolisis alcalina,
existe interaccion entre los factores tiempo-pH. La
temperatura es la variable mas significativa del tra-
tamiento enzimatico. Los datos experimentales se
ajustaron a un modelo cubico con un R2 de 0,925.
Las condiciones optimas son pH 6.2, 2.39 mL y
42.4°C. Existe interaccion entre volumen de celu-
losa y pH.

La validacion del modelo, mostré un ajuste en los
datos experimentales de los diferentes tratamientos
hidroliticos; en donde se observé un mejor resulta-
do en la hidrolisis enzimatica, obteniendo una des-
viacién de 5.20%, respecto al modelo enzimatico.

De las tres hidrolisis estudiadas, aquella que mos-
tré mayor produccion de azicares reductores fue el
tratamiento enzimatico. En general, los niveles de
formacion de producto son mayores en compara-
cion con los niveles de los demas tratamientos. La
hidrolisis basica, mostré la mejor fermentacion ya
que generd el mayor consumo de sustrato; es decir,
se generaron menos inhibidores respecto a los de-
mas tratamientos hidroliticos.

Se evalu6 la cinética de degradaciéon de azucares re-
ductores durante la fermentacion de los mismos.
Se observo que el consumo de azucares reducto-
res es de forma exponencial. Se detecté que en las
primeras cinco horas, hubo una mayor fermenta-
cion (degradacion de azucares reductores) que en
tiempos mas altos del proceso, debido a menores
inhibidores en el caldo de cultivo.
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