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Resumen

El objetivo de este trabajo fue encontrar las condiciones 6ptimas de hidrolisis enzimatica de la cascarilla de arroz
pretratada con hidroxido de sodio en autoclave a 121° C. Se evaluaron las variables: FPU/ g sustrato, pH, agitacion,
tiempo, temperatura y concentracion de surfactante mediante un disefio de cribado, resultando estadisticamente
significativas todas las variables. Seguidamente se aplic6 un disefio de optimizacion para las variables: pH, FPU y
tiempo, descartando las de menor nivel de significacion. Finalmente, las mejores condiciones encontradas en los
disefos anteriores fueron (pH 5.0, 13 h, y 30 FPU / g de sustrato) posteriormente se aplicaron estas condiciones
en experiencias para evaluar la influencia del aumento de celulosa hidrolizable, usando 6%; 8% y 10% de celulosa
disponible con rendimientos de sacarificacion de 74%, 42% y 16%.
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Abstract

The objective of this work was to find the optimal conditions of enzymatic hydrolysis of the rice husk pretreated
with sodium hydroxide in an autoclave at 121° C. Screening design showed that all the selected variables (FPU /
g substrate, pH, agitation, time, temperature and concentration of surfactant) were statistically significant. Then
an optimization design was applied for the variables: pH, FPU and time, discarding the ones with the lowest level
of significance. Finally, the best conditions found in the previous designs were (pH 5.0, 13 h, and 30 FPU / g of
substrate) subsequently these conditions were applied in experiences to evaluate the influence of the increase
in hydrolysable cellulose, using 6%; 8% and 10% of cellulose available giving saccharification yields of 74%, 42%

and 16%.
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Introduccion

Debido al agotamiento de los combustibles fosiles
renovables y la problematica ambiental, se buscan nuevas
alternativas para la produccion de biocombustibles. En
los ultimos afios se han producido grandes cantidades
de bioetanol a partir de cana de azlicar y maiz, pero esto
ha generado problematicas a nivel social, econdmico
y politico, porque se compite por el sector alimenticio,
debido a que es necesario cultivar grandes cantidades para
abastecer la produccion de bioetanol y el sector alimenticio
[1]. Una alternativa son los biocombustibles de segunda
generacion provenientes de desechos agricolas o biomasa
lignocelulosica. La FAO afirmé que para el afio 2018/
2019 se producirian cerca de 510,6 millones de toneladas
de arroz, la mayor parte destinada a cubrir las necesidades
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alimentarias. En Sudamerica se produjeron 24 millones de
toneladas de arroz, aun asi, paises como Brasil, Bolivia,
Colombia, Ecuador y Argentina sufrieron una reduccion
de la produccioén por condiciones climaticas no favorables,
y recorte de remuneraciones [2]. La biomasa generada
como residuo de esta produccion agricola (paja, cascaras)
es eliminada por practicas como la combustién [3], con
impactos negativos a nivel ambiental, por lo que se ha
buscado un uso a este tipo de materias primas como fuente
de biocombustibles para producir bioetanol [4] .

La biomasa lignocelulésica se encuentra formada
principalmente por celulosa, hemicelulosas y lignina. La
celulosa es un homopolimero de largas cadenas de glucosa,
las hemicelulosas son heteropolimeros de azicares de
cinco y seis atomos de carbono mientras que la lignina es
un polimero aromatico complejo [5].
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Para la produccion de bioetanol de biomasa lignocelu-
l6sica es necesario realizar tres procesos que comprenden
pretratamiento, sacarificacion enzimatica y finalmente
fermentacion de azlcares generados en la etapa ante-
rior [6]. El pretratamiento permite extraer la lignina y
hemicelulosas. Debe cumplir otras caracteristicas como
aplicabilidad a diversos sustratos, bajo costo y consumo
energético [7].

El pretratamiento debe contribuir a mejorar la forma-
cion de aziicares en la hidrolisis y no generar inhibidores
que perjudiquen la eficiencia de la hidrélisis y fermentacion
[1]. Factores como el area superficial, la cristalinidad de la
celulosa y el contenido de lignina del material dificultan la
eficiencia de la hidrolisis, por lo que es necesario aplicar un
pretratamiento que facilite la actividad de las enzimas [8].

Entre los pretratamientos reportados por la literatura, se
encuentra el alcalino que rompe los enlaces entre lignina,
hemicelulosas y celulosa, ayudando asi a la eliminacion de
lignina y hemicelulosa [9,10]. En este proceso se hincha
la biomasa, y dependiendo de la temperatura predominan
las reacciones de peeling (temperaturas elevadas) o de
deacetilacion, consistentes en la pérdida de acetilos de
los xilanos y glucomananos (a temperaturas moderadas).
Este pretratamiento es mas efectivo sobre latifoliadas y
gramineas que sobre coniferas [11].

La hidrolisis enzimatica genera la ruptura de polimeros
de celulosa y hemicelulosas, para obtener mondémeros
como glucosa y xilosa [12]. La hidrolisis enzimatica es un
proceso catalitico donde participan diferentes enzimas que
acttian sinérgicamente. Las endoglucanasas se encargan
de hidrolizar los enlaces -(1,4) glucosidicos para generar
extremos de cadena no reductores; las celobiohidrolasas
actian sobre los extremos no reductores y reductores hidro-
lizando cadenas cortas de celulosa, liberando celobiosa y
las B-glucosidasas hidrolizan la celobiosa y oligosacaridos
pequefios a glucosa [13]

Las enzimas utilizadas para la sacarificacion son celu-
lasas las cuales poseen especificidad por los sustratos que
poseen celulosa [14].

Este trabajo busco optimizar las condiciones de hidro-
lisis enzimdtica de la cascarilla de arroz después de ser
pretratada con hidréxido de sodio a temperatura moderada.

Materiales y Métodos
Materias primas e insumos

La cascarilla de arroz fue provista por la Central Ma-
yorista de la ciudad de Medellin, Colombia. La cascarilla
inicialmente fue sometida a un tratamiento mecanico en
molino para disminuir el tamafo de particula. Se utilizaron
enzimas donadas por Cellic ®CTec2 Novozymes Latin
America Araucaria Brasil.

Caracterizacion de la cascarilla de arroz

Se caracterizo la cascarilla sin pretratamiento y pre-
tratada utilizando las normas NREL (National Renewable
Energy Laboratory). Se determin6 contenido de humedad y
sustancias volatiles (NREL/TP-510-4262) [15], contenido
de sustancias extractivas solubles en agua y etanol (NREL/
TP 510-42621) [16], carbohidratos y lignina (NREL/TP-
510-42618) [17], y de cenizas (NREL/TP-510-42622) [18].

Pretratamiento de la materia prima

Se pretraté la cascarilla de arroz con hidroxido de sodio
3% p/V y 10% p/V de biomasa durante una hora a 121°C
en autoclave segun protocolo optimizado por Lopez, 2012
[19].

Hidrélisis enzimatica

Se realizo mediante protocolo propuesto en la norma
NREL para hidrolisis enzimatica (NREL/TP-510-42629)
[20] modificando la cantidad de carga enzimatica que
se utiliza en este trabajo con 30 FPU FPU/g sustrato y
la utilizacion del surfactante Tween 80 para mejorar el
funcionamiento de la hidrélisis enzimatica y ademas, no se
agregaron antibioticos. Se determin6 la humedad y sustan-
cias volatiles (NREL/TP-510-42621) [15] de la cascarilla
pretratada. Se utilizd un volumen de trabajo de 200 mL
en todos los disefios aplicados, incluyendo los ensayos
preliminares para aumento de celulosa hidrolizable. El
proceso de hidrdlisis enzimatica se aplico a la cascarilla
pretratada seglin dos disefios experimentales y se realizod
un ensayo preliminar para verificar un eventual aumento
de celulosa hidrolizable.

Las condiciones de los disefios pueden observarse en
la Tabla 1.

Tabla 1: Condiciones de trabajo en los disefios experimentales aplica-
dos con 1 % de celulosa hidrolizable

Tipo de FPU/ g Temperatura | Agitacion |[Tiempo Concentracion
- pH o de surfactante
disefio |sustrato (°C) (rpm) (h)
(8/L)
10 4,8 32 100 8 0,1
Cribado
20 6,0 37 180 12 0,3
3 41 6
10 4,5 8
Optimizacion| 25 5.2 37 180 13 0,3
40 6,0 18
47 6,3 20

El volumen de trabajo del hidrolizado que correspon-
de a 200 mL se completd con el buffer citrato de sodio
correspondiente a 100 mL, 98 mL aproximadamente de
agua destilada, las cantidades de enzima, de surfactante
Tween 80 (g/L) y ajuste de pH, se especifican en la Tabla
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1, segun corresponde a cada disefio realizado. A partir de
los resultados obtenidos del disefio de cribado se dejaron
fijas las variables: concentracion de surfactante, velocidad
de agitacion y temperatura.

Para desarrollar a futuro fermentaciones e hidrolisis
y fermentacion simultanea con S. cerevisiae, los rangos
de cada una de las variables se fijaron segtn bibliografia
consultada y observando que a 37° C se generan rendi-
mientos aceptables de azlcares fermentables y también
es la temperatura maxima que podrian llegar a soportar
microorganismos como S. cerevisiae, al igual que el resto
de condiciones optimizadas en los procesos realizados en
este trabajo, que también son favorables para los procesos
posteriores. Seguidamente las variables que se estudiaron
en el disefio de optimizacion fueron pH, tiempo y FPU/
g sustrato. Del disefio de optimizacion se obtuvieron
las condiciones en las que se podrian llegar a obtener
rendimientos cercanos al 70% de azucares, pero con una
cantidad muy significativa de enzima. Por esta razon se
realizaron ensayos con una cantidad menor de enzima,
tomada como referencia de la grafica de contornos, para
llegar a obtener rendimientos de azucares de hasta un 52%.

La concentracion y el rendimiento de los azucares en
la hidrélisis enzimatica se obtuvieron como se muestra en
las ecuaciones 1 y 2.

Concentracion de azucares= (g cascarilla secos*0,51/0,9)=
g/L azicares Fcl

% Rendimiento de azucares= (g azucares obtenidos/ g
azucares teoricos *100) = % azlicares Ec2

Donde: 0,51 es la cantidad de celulosa en el material
que fue previamente determinada por HPLC y 0,9 es el
factor de hidrdlisis.

El rendimiento de azucares se obtiene de los g cuanti-
ficados por DNS en los diseiios de hidrdlisis enzimatica, y
los g de azlcares tedricos son obtenidos de la cantidad de
celulosa que se utiliza en cada disefio dividido entre 0,9 que
es el factor de hidrolisis. Las condiciones correspondientes
de cada disefio se explican en la Tabla 1.

Métodos analiticos

Los carbohidratos se determinaron por el método de azi-
cares reductores DNS (acido dinitrosalicilico) [21] para los
disefios realizados y cromatografia liquida en fase reversa
(Waters HPLC System), usando la columna Aminex HPX-
87H, HPX-87P marca BIORAD para la caracterizacion de
la materia prima original y después de pretratada.

Las actividad enzimatica expresada en FPU (Filter
Paper Unit), la capacidad que posee la enzima para saca-
rificar celulosa, se determiné siguiendo el procedimiento
detallado por IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry, Ghose 1987) [22].
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Disefios experimentales

Para la hidro6lisis enzimatica, con la finalidad de
encontrar los factores significativos, se aplicé un disefio
de cribado de un octavo de fraccion, 4 puntos centrales y
resolucioén 3, por duplicado, completando una totalidad de
24 experiencias.

Para obtener las condiciones con mayores rendimientos
de produccion de azucares se propuso un disefio de opti-
mizacion rotable con 5 puntos centrales, por duplicado,
completando 38 experiencias, se trabajé con el error puro
en los disefios.

Con las condiciones optimas de hidrolisis enzimaticas
obtenidas en el diseilo anterior, se realizaron ensayos de
optimizacion/sup respuesta para evaluar el rendimiento de
azucares con 6, 8 y 10% de celulosa hidrolizable. Se rea-
lizé por duplicado totalizando 6 experiencias. Los analisis
estadisticos se realizaron con el programa Startgraphics
Centurion.

Resultados y Discusion
Caracterizacion de la cascarilla de arroz

La composicion de la cascarilla de arroz sin pretrata-
miento (original) fue: lignina insoluble en acido 20,4%:;
extractivos totales 15%; inorganicos 10%; 55% carbohi-
dratos totales (glucano y xilano), mientras que su com-
posicion después del pretratamiento fue: lignina insoluble
en acido 11,3%; inorgéanicos 2,0%; 51% glucano; 13%
de extractivos totales y 16,1 % xilano. La caracterizacion
de la biomasa después del pretratamiento se realizo para
establecer la cantidad de celulosa disponible a hidrolizar
en los disefios desarrollados.

Seleccion de variables
Los resultados del disefio de cribado para verificar la

significacion de las variables sobre la hidrolisis enzimatica
se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2: Resultados del disefio de cribado de hidrolisis enzimatica

FPU/ g Agitacion [Temperatura| Tiempo | Concentracion Ret)dimiento
sustrato PH (rpm) (°Cc) (h) |surfactante(g/L) azuc(e[l)l:g;s %)
10 4,8 100 37 12 0,3 41,0 (0,0
20 6,0 100 37 8 0,1 46,0 (= 0,0)
20 6,0 180 37 12 0,3 49,0 (+0,0)
0 (48 180 37 8 0,1 29,5 (0,5
20 |48 100 32 8 0,3 48,7 (+0,1)
10 |60 100 32 12 0,1 18,9 (=0,7)
15 5,4 140 34 10 0,2 41,5(+0,7)
20 4,8 180 32 12 0,1 50,5 (= 0,3)
10 (60 180 32 8 0,3 21,0* (= 0,0)
* Promedio de 8 repeticiones del punto central

El analisis de la varianza indic6 que las variables FPU/g
sustrato, pH, temperatura, tiempo y concentracion de sur-
factante g/L. (Tween 80) son significativas en el proceso de
hidroélisis enzimatica (p< 0,05), mientras que la agitacion
préacticamente no resulto significativa en el proceso (p
cercano a 0,05). Esto significa que para los volimenes
y la concentracion de so6lidos utilizada la influencia de
esta variable puede descartarse. Sin embargo, esto podria
cambiar al aumentar la concentracion de sélidos.

Los resultados de la influencia de la concentracion de
surfactante sobre la hidrélisis enzimatica confirman que
contribuye a mejorar la eficiencia de la interaccion entre
sustrato y enzima [23, 24,25], mejorando asi la accesibi-
lidad de la enzima al sustrato [24,26]. Con cantidades de
carga enzimatica en rangos de 10 a 20 FPU/g sustrato se
obtuvieron rendimientos de alrededor del 50% en 12 horas
como maximo. Se decidié fijar la temperatura en 37°C en
base a la bibliografia, ya que se han reportado rendimientos
significativos de etanol con levaduras comerciales (S. cere-
visiae) a esa temperatura. En dichos trabajos se utilizaron
velocidades de agitacion de 500 rpm verificando que es
fundamental aumentar la velocidad de agitacion al procesar
una mayor carga de biomasa [27].

Optimizacion de la hidroélisis enzimatica

Para realizar la optimizacion de la hidrélisis enzimatica,
segun los resultados del disefio de cribado, todas las variables
resultaron significativas, aunque la velocidad de agitacion
mostré encontrarse en el limite de la significacion estadistica
(p= 0,05). Para realizar el préximo disefio se aplicaron las
condiciones mostradas en la Tabla 2, manteniendo fijas las
variables agitacion en 180 rpm, la temperatura de 37° C y
la concentracion de surfactante 0,3 g/L. Los resultados se
muestran en la Tabla 3. Se observa que con el aumento de
la carga enzimatica (FPU/g sustrato) lo maximo que puede
obtenerse es 65% de rendimiento, con pH hasta 5,3.

Tabla 3: Resultados del disefio de optimizacion de la hidrolisis enzi-
matica

pH FPU/g sustrato Tie(r:)po azzs:ri?(:rrg.s)
4,5 10 8 28,5 (+0,5)
6,0 10 8 16,5 (£ 0,7)
4,5 40 8 51,3 (+1,8)
6,0 40 8 33,1 (0,1
4,5 10 18 30,2 (+0,1)
6,0 10 18 18,5 (£ 0,7)
4,5 40 18 56,7 (0,4)
6,0 40 18 33,0(+0,0)
4.1 25 13 41,5(x0,7)
6,4 25 13 11,0 (£ 0,7)
5.3 3 13 15,5 (x0,7)
5.3 47 13 65,0 (£ 0,0)
53 25 6 47,0 (+ 0,0)
5.3 25 20,4 24,0 (£ 0,01)
53 25 13 42,4* (+ 1,07)
*Promedio de 10 repeticiones del punto central

La ecuacion del modelo ajustado (R?= 90,5) se presenta
a continuacion. La ecuacion se elaboré con variables
transformadas.

Rendimiento de azicares (%) 42,4 - 8,6.pH + 12,0.
FPU/ g sustrato - 2,2.Tiempo - 5,7.pH* - 2,3.pH.FPU/ g
sustrato - 0,7.FPU/ g sustrato? - 2,4. Tiempo®

La Figura 1 muestra la representacion del modelo de
rendimiento de hidrolisis enzimatica a diferentes cargas
enzimaticas y pH en un rango de 4,5-6,0 para un tiempo
de 13 h (punto central).

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo=13h
5 [ E 3 % Rendimiento de Azlicares
2 17,0-22,0
4 L | = 220270
£ E g 270320
% 30 [ g 32,0-37,0
3 F 1 37,042,0
2 F ° 42,047,0
2 Ap i 7 W 47,0520
T - 52,057,0
r 1 ~ 57,0-62,0
r - 62,0-67,0
0L J 670720
41 45 49 53 57 6,1
pH

Figura 1: Gréafico de contornos de optimizacion del rendimiento de
hidrdlisis (13 horas de tratamiento)

A partir de los resultados obtenidos del disefio de
optimizacion de la hidrolisis enzimatica, se obtuvo que el
maximo rendimiento de aztcares en 13 h es de aproxi-
madamente 65% con 47 FPU/g sustrato y pH 5,0. Se ha
reportado que la carga enzimatica para materiales lignoce-
lulésicos puede variar entre 7 y 33 FPU/ g sustrato, segin
la concentracion de sustrato utilizado y tipo de material [1];
por lo que se puede deducir que la carga enzimatica arroja-
da por el programa es demasiada alta, lo que perjudicaria
la rentabilidad del proceso.

Siguiendo el modelo representado en la Figura 1,
se decidi6 realizar ensayos de comprobacion tomando
como referencia los parametros 30 FPU/g sustrato
(recomendado) y 13h, a pH 4,5 y 5,0, considerando que
en estas condiciones se obtendria un rendimiento tedrico
de azlicares del 52% aproximadamente. Ademads, los pH
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podrian resultar favorables para los microorganismos en
los procesos de hidrélisis y fermentacion simultanea. Los
rendimientos de azlcares (%) para los pH de 4,5y 5,0
fueron 44,0% y 53,0% respectivamente. Se puede observar
que la diferencia al hidrolizar biomasa a pH 4,5 y pH 5,0
es importante; siendo mayor la produccion de azucares con
pH 5,0. Por lo tanto, para el estudio siguiente se tomaron
los parametros 30 FPU/ g sustrato, pH 5,0 y tiempo 13 h,
variando el porcentaje de celulosa hidrolizable en 3 nive-
les. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Resultados de los ensayos de variacion de celulosa hidrolizable

Celulosa hidrolizable (%) Rendimiento de azlicares (%)
6 75,0
6 74,2
8 421
8 42,0
10 16,2
10 16,0

La prueba de multiple rangos LSD (Least significant
difference), se utilizo para comparar las medias de cada
uno de los porcentajes de celulosa hidrolizable, esta
prueba indicoé que existen diferencias significativas entre
las medias de todos los niveles ensayados (p< 0,05), re-
sultando mejores los rendimientos obtenidos con el menor
porcentaje de celulosa hidrolizable (6,0%). Es probable que
un aumento en la cantidad de celulosa genere algin tipo de
inhibicién por sustrato. Por otra parte, si bien la agitacion
casi no mostrd influencia sobre el proceso al utilizar 1%
de masa, al aumentar ésta al 6% puede que la agitacion
orbital no sea la mas adecuada y que el sistema requicra
una agitacion mas enérgica.

El maximo rendimiento obtenido fue de 75% en 13 h
de tratamiento. Comparando con lo reportado en literatura,
se puede afirmar que la productividad de la hidrolisis enzi-
matica en este trabajo se encuentra en un rango aceptable
teniendo en cuenta que se emplearon 13 h para el proceso,
lo cual implica disminucion de costos. La productividad de
1,7 (g/L.h) para 6% de celulosa hidrolizable, es comparable
con resultados obtenidos utilizando hojas de la planta de
mandioca también pretratadas con alcali. Los autores
obtuvieron una productividad de 1,4 (g/L.h) al sacarificar
6% de biomasa durante 18 h con una carga enzimatica de
22 FPU/g sustrato [19]. En trabajos reportados utilizando
cascarilla de arroz pretratada con 0,3 y 1% p/v de 4cido
sulfurico con vapor a 152° C se obtuvieron rendimientos de
hidrdlisis de 55,7% luego de 72 h de hidrdlisis enzimatica,
aplicando 40 FPU/g sustrato usando como catalizadores las
enzimas endoglucanasa (NS 50013 Product) y celobiasas
(NS 50010 Product) provistas por Novozymes [28]. En
un estudio realizado con lodo de Eucalyptys globulus se
obtuvo una concentracion de 80,4 g/L de azucares durante
96 h, con una carga enzimatica de 25 FPU/g sustrato, y
una productividad de 0,84 (g/L.h) [30] También se reporta
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que con pretratamiento de explosion de vapor durante 10
min a 220° C, con una cantidad de 6,0% de celulosa hi-
drolizable se llego a obtener un rendimiento menor a 75%
con 22FPU/ g sustrato durante 96 h a 50° C, utilizando las
enzimas Cellic ®CTec2 y Cellic ® HTec2 [31]O0tro autor
reporta el uso de un proceso de deslignificacion alcalina en
microondas con hidrdlisis posterior de 50,0 gr de cascarilla
pretatada (46,0% de celulosa), en un reactor de 3,0 litros,
utilizando un coctel enzimatico crudo de endoglucanasas
198,2 TU/g, xilanasas 134,3 IU/g y B-glucasidasas 147,8
IU/g (actividades de exoglucanasa 8,2 FPU/g), obteniendo
rendimientos cercanos al 88% durante 72 h [32]. En un
estudio sobre rastrojo de maiz, se aplico un disefio de su-
perficie de respuesta para evaluar la influencia de la tempe-
ratura y la carga de hidroxido de sodio en el pretratamiento
alcalino utilizando las siguientes condiciones: 130° C; 0,70
g de hidroxido de sodio/g de rastrojo de maiz, durante 75
minutos, obteniendo un rendimiento de azicares de 59.8%
[33]. El resultado es comparable con el obtenido en este
trabajo pero con un tiempo de 13 h y una carga enzimatica
aceptable. Esto se debe a que la cascarilla después del
pretratamiento posee un porcentaje significativo de lignina
y hemicelulosas que afectan la efectividad de la hidrdlisis
enzimatica.

conclusiones

Se evalu¢ la influencia de las variables FPU/g sustrato,
pH, tiempo, temperatura, concentracion de surfactante y
agitacion sobre la hidrdlisis enzimatica de cascarilla de
arroz pretratada con alcali a temperatura moderada. Todas
las variables afectaron significativamente al proceso para 1%
de celulosa disponible. Se observa que para el incremento
de celulosa en el proceso es necesario utilizar una agitacion
mas enérgica, para mejorar la homogenizacion del medio y
aumentar los rendimientos de hidrolisis. Por consiguiente
es viable el estudio del aumento de celulosa en el medio
mejorando la agitacion, ya que conlleva a obtener mayores
cantidades de aztcares disponibles para la fermentacion.

Utilizando 30,0 FPU/ g sustrato y pH 5,0 durante 13 h
se obtuvo un rendimiento de hidrolisis enzimatica cercano
al 53%. Incrementando el porcentaje de celulosa hidroliza-
ble al 6%, el rendimiento de hidrolisis aumento, llegando
al 75%. Este valor es mas que aceptable para un tiempo tan
reducido (13h, en comparacion con los usuales de 48-72 h).
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