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RESUMEN EJECUTIVO

En Ecuador se genera gran cantidad de residuos lignocelulésicos
como resultado del cultivo de banano (ricos en celulosa, hemicelulosa y
lignina), los cuales pueden ser utilizados en fermentacion sdlida de
hongos productores de enzimas celulasas y como materia prima para

producir bioalcohol.

En el presente trabajo se analizo la actividad de enzimas celulasas
(Ul/g de residuo seco) obtenidas de la fermentacion sdélida sobre los
residuos de banano pseudotallo, hojas y raquis con setas Pleurotus
ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Lentinula edodes en 24 dias de
incubacion. La maxima actividad enzimatica de celulasas fue producida
por Lentinula edodes en pseudotallo con valores de 8,14 Ul/g de residuo

seco, por consiguiente se lo consideré como el mejor tratamiento.

Se determiné que a una temperatura de 50°C y a pH 5,3 son las
condiciones Optimas para que las enzimas celulasas actuen en la
hidrélisis de sustratos celuldsicos, condiciones a las que las celulasas

alcanzan su maximo valor de actividad.

Con el propdsito de aplicar las enzimas celulasas obtenidas en la
tecnologia de produccion de bioalcohol en primera instancia se modifico la
estructura quimica de la lignina de los residuos de banano, mediante un
pretratamiento con 0,74 g de hidroxido de calcio/g de residuo, para la
subsiguiente hidrélisis de la celulosa a azucares con 12 Ul de extracto

enzimatico/g de residuo seco pretratado.

El producto de la hidrélisis compuesto por azucares solubles fue

concentrado a 6°Brix, para su posterior fermentacion alcohdlica con

XV



Saccharomyces cerevisiae durante 9 dias. El mayor rendimiento de etanol

fue en raquis, con 24,66 ml por 100 g de residuo seco.

Del analisis econémico de la “tecnologia de obtencién de enzimas
celulasas”, se llegd a establecer que el precio de produccion de $ 34,49
por kilogramo, que es relativamente alto al compararlo con el precio del

mercado que es $ 15,68 el kilogramo.

Mediante este estudio se avizora que existe un potencial uso de los
residuos de cultivo de banano como sustratos para produccion de
enzimas celulasas y como fuente de biomasa lignoceluldsica para la

produccion de etanol.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA
1.1. TEMA

“Obtencién de enzimas celulasas a partir de hongos (Pleurotus ostreatus,
Pleurotus pulmonarius y Lentinula edodes) utilizando como sustratos los

residuos del cultivo del banano (Musa cavendish)”

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.2.1. Contextualizacion

1.2.1.1. Contextualizacion macro

A lo largo de la historia se han venido empleando las enzimas para
usos industriales, lo que ha desarrollado la biotecnologia como
herramienta para que a través de los microorganismos se obtengan
metabolitos de interés tanto industrial como ambiental (Mosquera, C. y
Rubio, M. 2000).

A partir de 1940, las aplicaciones industriales de las enzimas
fueron extendiéndose progresivamente. Un ejemplo del desarrollo
comercial de las preparaciones enzimaticas es la division de enzimas de
la empresa Novo Industry (actualmente Novozymes). Hasta 1965 sus
ventas no excedian el millon de dolares americanos. Sin embargo, la
aparicion en 1960 de un detergente conteniendo una alcalasa de Bacillus
licheniformis, y el desarrollo de un proceso enzimatico para producir
dextrosa a partir de glucoamilasas llevd a que la empresa facturase 50

millones de ddélares anuales soélo cuatro afos mas tarde.



En 1987 en el mercado de enzimas en Estados Unidos y Europa
alcanzé los 700 millones de dolares. Las de origen microbiano
representaron un 60% de esta cifra. El crecimiento del mercado de
enzimas para uso industrial ha continuado hasta alcanzar en 1998, los 1,6
billones de dolares repartidos en las siguientes areas: Alimentacion (45%),
detergentes (34%), textil (11%), cuero (3%), papel (1,2%).
Aproximadamente un 60% de las enzimas utilizadas en alimentacion,
formulacion de detergentes e industrias de procesamiento de almiddn son
productos recombinantes. En el afo 2000, el mercado alcanzé los 2000
millones de dodlares sin incluir enzimas terapéuticas y de diagnostico
(Fernandez, L. 2005).

En la actualidad hay en el mundo solo dos proveedores de
complejos enzimaticos para degradar residuos lignocelulésicos:
Novozymes (Dinamarca) y Genencor (EE.UU.) (Velazquez, B. 2010), dos
empresas lideres de investigacion y desarrollo de este tipo de enzimas
encaminadas a la produccion de etanol celuldsico, las mismas que no

reportan sus cifras de produccion o comercializacion.

1.2.1.2. Contextualizacion meso

En América latina existen empresas productoras de enzimas que
no son precisamente celulasas. En México, Brasil, Argentina y Uruguay,
muchas de las cuales son subsidiarias de empresas transnacionales,
como es el caso de Pfizer en México y Brasil y Novo en Brasil. En
Colombia no hay produccion de enzimas a escala industrial, siendo
importadas de diversos paises de Europa, Japon, Estados Unidos,
Canada y México. La importacién de enzimas en Colombia se hace en su
mayor parte a través de representantes o casas comerciales, pero
algunas industrias de cerveceria, molineria y lacteos hacen importacion

directa de las enzimas que requieren (Carrera, J. 2002).



1.2.1.3. Contextualizacion micro

En el Ecuador se produce por afio mas de 8 millones de toneladas
de residuos de banano como: hojas, pseudotallo y raquis, y
aproximadamente 240,000 toneladas de fruta, que se originan en las
plantas empacadoras y que no se exporta. Todos estos desechos no son
manejados adecuadamente y terminan en los bordes de las carreteras y
en los lechos de rios, en los que causan contaminacion por la carga
organica que representan. En el aire estos desechos provocan una
substancial contaminacién por la generacion de gas metano (Alvarez, M.
et. al., 2003).

Como alternativa para aprovechar los residuos del cultivo de
banano y aplacar la mencionada contaminacion, se plantea su empleo
como sustratos para la fermentacion soélida del micelio de setas, del cual
se obtendra enzimas celulasas, las mismas que al aplicarse en residuos
celulésicos permitiran obtener azucares fermentables como la glucosa

para la obtencion de bioetanol.

1.2.2. Analisis critico

En el arbol de problemas se identifica como problema la obtencion
de enzimas celulasas, por lo tanto el establecimiento de una tecnologia de
su obtencion que implique el aprovechamiento de los residuos del cultivo
de banano (hojas, pseudotallo y raquis) como sustratos, permitira la
produccion de micelio de Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y
Lentinula edodes que generen estas enzimas. Logrando de esta manera
contrarrestar el alto costo de las enzimas celulasas comerciales para
sustratos celuldsicos; estas enzimas se aplicaran para la transformacion
de este tipo de residuos a azucares aplicables a fermentaciones
alcohdlicas.



La combinacién de los tres tipos de residuo del banano: hojas,
pseudotallo y raquis con las tres cepas de hongos planteados en el disefio
experimental y evaluado a través de respuestas experimentales,
permitiran escoger el mejor tratamiento para la tecnologia de obtencién de

enzimas celulasas.

1.2.2.1 Arbol del problema
No aprovechamiento de desechos
Inexistente tecnologia en el agricolas disponibles en el pais
pais sobre la obtencion de como sustratos para la produccion
enzimas celulasas de hongos que generen enzimas
? x
Costos elevados de Retraso en el
obtencién enzimas a desarrollo
Efectos partir de residuos biotecnolégico y su
lignoceluldsicos aplicacion industrial
Problema T

OBTENCION DE ENZIMAS CELULASAS

T

Causas .

Enzimas Falta de apoyo

comerciales para econdémico en el pais
sustratos en las investigaciones

lignocelulésicos de de obtencion de
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Falta de estudios acerca de laboratorios
la obtencién de enzimas especializados en

celulasas Tecnologia enzimatica

Grafico 1. Arbol de problemas
Elaborado por: Daysi Paredes Medina



1.2.3. Prognosis

La falta de un estudio y desarrollo tecnoldgico para la obtencion de
enzimas celulasas no permitiria dar lugar a procesos de conversion (de
celulosa a azucares como la glucosa) de los residuos celul6sicos tan
abundantes en nuestro pais que se generan de la planta de banano al
momento de su cosecha, que al ser dificiles de manejar tienden a

provocar un problema medioambiental.

Cabe recalcar que en el presente estudio se utilizé los residuos de
banano: hojas, pseudotallo y raquis; pero al no realizar esta investigacion
se estaria desvalorizando su empleo como sustratos de los hongos para
la obtencion de enzimas celulasas; para evitar la importacion de las
mismas. En la actualidad la industria nacional esta obligada a
salvaguardar esta falta de tecnologias mediante la obtencién de enzimas

que son de alto costo.

1.2.4. Formulacién del problema

¢ Es factible obtener enzimas celulasas por fermentacién sdlida
utilizando el micelio de las setas de Pleurotus pulmonarius, Pleurotus
ostreatus y Lentinula edodes, empleando como sustratos pseudotallos,
hojas y raquis de banano en la provincia de Tungurahua durante el

periodo octubre 2009 a marzo 20107?

1.2.5. Interrogantes

¢Los hongos Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y
Lentinula edodes pueden crecer en residuos lignoceluldsicos de la planta

de banano y por ende producir enzimas celulasas?



¢ Cuales seran los valores de actividad enzimatica de las enzimas
celulasas obtenidas de la fermentacion soélida con los diferentes sustratos

(residuos de banano)?

¢Las enzimas celulasas obtenidas pueden emplearse para producir
bioetanol a partir de la hidrdlisis de la celulosa presente en los residuos de

banano?

¢ Cuales serian los costos de produccién de las enzimas celulasas?

1.2.6. Delimitacion del objeto de investigacion

1.2.6.1. Delimitacion cientifica

Area: Agroindustria
Sub-area: Investigacion biotecnolégica
Sector: Tecnologia de enzimas

Sub-sector: Enzimas celulasas

1.2.6.2. Delimitacién tiempo-espacial

El presente proyecto de investigacion se realizé en la Universidad
Técnica de Ambato a través de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y en la Unidad Operativa de Investigacion en Tecnologia de
Alimentos (UOITA), junto con el desarrollo del proyecto “Obtencion de
enzimas celulasas por fermentacién soélida de hongos, para ser utilizadas
en el proceso de obtencion de bioalcohol de residuos del cultivo del
banano”, auspiciado por CENI-UTA, durante el periodo comprendido entre
octubre del 2009 y marzo del 2010.



1.3. JUSTIFICACION

El progreso de la biotecnologia de las enzimas celulasas ha
llamado la atencién a nivel mundial, ya que los métodos tradicionales de
produccion de enzimas pueden ser demasiado prolongados hasta la
obtencién de la enzima purificada. Por esta razon nace la necesidad de
buscar nuevas alternativas que permitan la obtencion de enzimas
celulasas en tiempos cortos y con propiedades bioquimicas adecuadas

para el proceso en el cual va a usarse (Ponce, T.y Pérez, O. 2002).

Una de las alternativas es el uso de los residuos provenientes del
cultivo de banano que produce como principales residuos: hojas,
pseudotallo y raquis, ricos en celulosa, hemicelulosa y lignina. Teniendo
en cuenta esta composicién, pueden usarse como sustratos para el cultivo
de hongos Pleurotus y Lentinula capaces de producir enzimas celulasas,
con importantes aplicaciones industriales especialmente en la
manufactura de textiles, papeles y en la industria de alimentos en el
procesamiento de vinos, ademas de su uso en la hidrdlisis de residuos
lignoceluldsicos provenientes del cultivo de banano para la produccion de

etanol

Una planta de banano al momento de su cosecha debe tener un
peso promedio de 100 kg los cuales estan repartidos en 15 kg de hojas,
50 kg de pseudotallo, 33 kg de banano y 2 kg de raquis. Esto l6gicamente
indica que el 67% del volumen total de produccién lo constituyen los
desechos que no aprovecha el hombre sistematicamente, sino mas bien

es un foco de contaminacién (Bao, M. et al., 1987).

El propdsito de este estudio es obtener enzimas celulasas
mediante el aprovechamiento de los desechos o residuos del cultivo de
banano (hojas, pseudotallo y raquis), como sustratos para la fermentacion
solida del micelio de las setas Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius

y Lenitnula edodes, las cuales seran empleadas en la hidrolisis de los
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residuos celuldsicos del cultivo banano, para la obtencion de azucares

fermentables de los que se pueda obtener bioetanol.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo general

Obtener enzimas celulasas a partir de hongos (Pleurotus
ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Lentinula edodes)
utilizando como sustratos los residuos del cultivo del banano

(Musa cavendish)”

1.4.2 Objetivos especificos

Realizar un analisis fisico quimico de los residuos del cultivo del
banano (hojas, pseudotallo y raquis).

Determinar el mejor tratamiento para la obtencion de enzimas
celulasas mediante el calculo de actividad enzimatica.

Establecer la temperatura y pH 6ptimos de reaccién de las enzimas
celulasas obtenidas.

Aplicar las enzimas celulasas obtenidas, en la tecnologia de
produccion de bioalcohol.

Realizar un analisis econémico de la tecnologia de obtencion de

enzimas celulasas.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

A nivel macro y meso se han realizado varios trabajos acerca de la
obtencion de enzimas celulasas a nivel de laboratorio a partir de distintos

sustratos y cepas, los mismos que citamos a continuacion:

STUTZENBERGER, F. et al. (1970), citado en la tesis de Oliva, J.
(2003), investigaron los microorganismos con actividad celulolitica durante
la compositacion de residuos municipales solidos, aislando 3 cepas
celuloliticas: Aspergillus fumigatus, Bacillus sp., Thermoactinomyces sp.
La actividad de la celulasa fue determinada en extractos clarificados de
compost por medicion de la velocidad de hidrolisis de la
carboximetilcelulosa (CMC). La maxima actividad se obtuvo a 65°C y pH

6,0 con una concentracion de CMC al 2,5%.

YAZDI, M.T. et al., (1990), mencionado por Oliva, J. 2003,
indagaron sobre el complejo de celulasas de Neurospora crassa,
determinando la temperatura y pH 6ptimos para su actividad y estabilidad.
Los resultados mostraron que la actividad maxima ocurrié entre pH 4,0-
7,0. Siendo el pH 5,0 o cercano a este, el 6ptimo para la estabilidad de
todos los componentes. La temperatura 6ptima resultdé entre 45-65°C, con
un rango para su estabilidad.



KESKAR, S.S. (1992), describe las condiciones Optimas para la
produccion de celulasa por Penicillium janthinellum en cultivos agitados,
empleando sustratos celuldsicos tratados con alcali asi como celulosa
nativa. Las maximas actividades de CMcelulosa, exoglucanasas y beta
glucosidasa logradas por dicha especie fueron 60,5 y 9 U/ml
respectivamente. La hidrolisis enzimatica de paja de trigo pretratada,
algodon y papel filtro fue de 57% a 58% en 48 horas a 50°C con glucosa

como el mayor producto (Oliva, J. 2003).

RUEGG, M. y TAUKE, S. (2004), en su estudio “Actividad de las
celulasas de hongos aislados de suelos de la Estacion Ecologica de
Juréia-ltatins, Sao Paulo, Brasil”, analizaron ochenta hongos filamentosos
aislados de la region selva tropical del Atlantico conocida como la
Ciénega Grande, de los que fueron analizadas para evaluar el potencial
de produccion de celulasas en respuesta a la presencia de celulosa como
la Unica fuente de carbono en el medio de cultivo. Se concluye, que la
produccion de celulasas depende del tipo de sustrato. La mejor actividad
CMCasa (1,64 U) se obtuvo con el cultivo de Thrichoderma harzianum en
salvado de trigo después de 4 dias de la siembra a 25°C. Se destaca
también que los hongos producen celulasas en la naturaleza, no ocupan
el mismo nicho ecoldgico en cultivo puro, donde hay competencia, sino
que interactuan con otros organismos celuloliticos y aquellos que

degradan varios polimeros

M.M.V. BAIG, et al, (2004), en su publicacion “Saccharification of
banana agro-waste by cellulolytic enzimes”, se describe la utilizacién de
los residuos agricolas provenientes del cultivo de banano, hojas secas y
pseudotallo en su sacarificacion por parte de Trichoderma lignorum. Los
residuos fueron tratados con vapor de agua, obteniéndose un rendimiento
de 1,34 mg/ml de azucares reductores a las 24 horas de reaccion. El
tamafio del sustrato afectd la sacarificacion, cuando el sustrato fue mas

pequefio (<120u) su produjeron mas azucares. La produccién maxima de
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azucares se dio a un pH de 6,0 mientras que la temperatura 6ptima fue de
40°C. En estas condiciones los residuos agricolas provenientes del cultivo
del banano dejados por degradacion natural pueden ser utilizados para
producir efectivamente azucares fermentables que se pueden convertir en

otras sustancias como el alcohol.

RAMIREZ, L. y URREGO, F. (2005), en su trabajo “Produccion de
celulasas a partir del hongo Thrichoderma sp y aprovechamiento de la
fibra prensada de palma como medio de cultivo”, se sefialan que para una
mayor produccion de celulasas, se requiere una concentracion de fibra de
aproximadamente 25%, con una temperatura de incubacién cercana a los
23°C. Asi también comprobaron el potencial que posee la fibra de palma
como fuente de nutrientes para el crecimiento para el hongo
Thrichoderma sp, y como resultado de esto la produccion de celulasas
para dos fines: comercializacién de la enzima concentrada, y reutilizacion
de la fibra agotada para otros fines como extraccion de carotenos o

empleo como combustible en las calderas de las plantaciones.

MANJARRES, J. (2007), estudia la produccion de enzimas
celuloliticas mediante el cocultivo de Aspergillus sp. y Trichoderma sp., en
fase sélida utilizando los residuos de palma pretratados biolégicamente
(cultivo con Pleurotus ostreatus durante 20 dias), con el fin de deslignificar
y favorecer la produccion de celulasas. Se evaluaron las actividades
celulasa total (Fpasa), endoglucanasa (CMCasa) y p-glucosidasa
(Celobiasa) durante 16 dias de cultivo y a una temperatura de 30°C. Se
realizaron diversas evaluaciones de fermentacion de los hongos, de forma
individual y en cocultivo. Los mayores valores se obtuvieron con
Aspergillus sp. como cepa individual (A16T0) con valores de 0,149 Ul/ml
de Fpasa, 0,329 Ul/ml de CMCasa y 0,148 Ul/ml de Celobiasa; sin
embargo bajo el sistema de cocultivo, el cual se inicio con Aspergillus sp.
durante 9 dias y posteriormente Trichoderma sp. (A9T7) resultd ser

beneficioso al evitar que la actividad enzimatica no decayera.
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2.2. FUNDAMENTACION FILOSOFICA

La presente investigacion se basa en un paradigma Positivista
segun: Reichart y Cook (1986), este paradigma tiene como escenario de
investigacion el laboratorio a través de un disefio preestructurado y
esquematizado; su logica de analisis esta orientada a lo confirmatorio,
reduccionista, verificacion, inferencial e hipotético deductivo mediante el

respectivo analisis de resultados.

Ademas la realidad es unica y fragmentable en partes que se
pueden manipular independientemente, y la relacidn sujeto-objeto es
independiente. Para este enfoque la realidad es algo exterior, ajeno,

objetivo y puede y debe ser estudiada y por tanto conocida.

2.3. FUNDAMENTACION LEGAL

En la fundamentacion legal se consideran los métodos utilizados
para cada uno de los ensayos, establecidos por la Norma de la A.O.ACy

ciertos autores vigentes a la fecha de estudio.

e Determinacién de Humedad-Método 930.15 A.O.A.C. 1996.

e Extraccion de los solubles en alcohol-benceno-Nufiez, C. 2008

e Eliminacién de los compuestos solubles en agua caliente-Nunez, C.
2008.

e Determinacion del contenido de lignina insoluble en acido-Nufiez, C.
2008.

e Determinacion del contenido de celulosa-Orea-lgarza, U. et al, 2006

e Estimacion del contenido de hemicelulosas totales-Orea-lgarza, U. et
al, 2006.

e Determinacion de Azucares Reductores-Lane y Eynon, 1923.

e Determinacion de actividad enzimatica de las enzimas celulasas-Loera
y Cdérdova, 2003.
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¢ Pretratamiento alcalino a los residuos de banano-Gonzalez, J. (2009)
e Fermentacion alcohdlica-Cardona, C. (2004).
e Medicién del grado alcohdlico o Titulo alcohdmetro-Métodos Oficiales

de Analisis del Ministerio de Agricultura, Espafa,1986

2.4. CATEGORIAS FUNDAMENTALES

Superordinacion Subordinacion

Sustratos
lignoceluldsicos

Aplicacién
tecnoldgica

Actividad
enzimatica

Hongos
lignoceluloliticos

Fermentacion
solida

Enzimas
celulasas

Residuos de
banano y cepas

Variable independiente Variable dependiente

Grafico 2. Red de inclusion interrelacionado

Elaborado por: Daysi Paredes Medina

2.4.1. Marco conceptual de variable independiente

2.4.1.1. Sustrato

Se puede entender al sustrato como la tierra para las plantas que
proporciona los nutrientes necesarios. El sustrato para el hongo debe

proporcionar nutrientes especificos requeridos para el crecimiento.
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En el Cuadro 1, se presenta los sustratos que pueden utilizarse en
el cultivo de los hongos Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius, y
Lentinula edodes (Shiitake).

Cuadro 1. Sustratos utilizados en el cultivo del hongo Pleurotus ostreatus

Pleurotus pulmonatrius, y Lentinula edodes

Nutrientes Sustratos

Celulosa

: Material hami
Fuentes de C | Hemicelulosa ateriales humicos

. - como madera, paja,
Organicos Proteina _ )
hojas, aserrin

Fuentesde N | Amino nitrégeno

Inorganicos K, P, Si, Fe, Mg

Fuente: Cha, et al., 1997

Los hongos Pleurotus ostreatus, y Pleurotus pulmonarius al igual
que el hongo Lentinula edodes, son hongos de la pudricion blanca que
usan lignina y celulosa juntas como la fuente de carbono. Por
consiguiente, cualquier tipo de materias organicas que contengan lignina
y celulosa, pueden usarse como sustratos para estos tipos de hongos y

esto incluye casi todos los residuos agricolas.

Los sustratos pueden ser cascara de semilla de girasol, paja de
arroz o de trigo, frejol, bagazo de cana de azucar, aserrin de arbol de
laurel, eucalipto, cascara de mani, residuo de algodoén, cascara de semilla
de algoddn, aserrin de coco, pulpa de café, papel, residuo de cascara de
cacao, fibra de coco y otros. Los materiales inorganicos se incluyen
normalmente en los materiales del sustrato y no necesitan suplemento

adicional en la mezcla (Cha, D. y col. 1997).

A continuacién se describe el sustrato que se va a emplear en el

presente estudio.
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2.41.1.1. Banano

Banano es una planta monocotiledénea, esto es, al germinar la
semilla se produce en ella un solo cotiledon, el banano pertenece al orden
de los ZINZIBERALES, familia Musaceae y género Musa (Garcia y
Martinez, 2006).

2.4.1.1.1.1. Aspectos botanicos y de cultivo del banano

La planta de banano esta conformada por raiz, pseudotallo, raquis,

hojas, racimo, e inflorescencia como se describe en la Figura 1.

Hojas

Raqguis o Pinzote

t — - Racimo

- Inflarescencia o Chira

Retofio

Haices

Figura 1. Esquema de una planta de banano (Tomada de Moya, M. 2005)

La planta es herbacea perenne gigante, con rizoma corto y tallo
aparente, que resulta de la unién de las vainas foliares, conico y de 3,5-

7,5 m de altura, terminado en una corona de hojas (www.infoagro.com).

Existen por lo general de siete a nueve hojas grandes y bien
desarrolladas antes de que la inflorescencia y el tallo comiencen a crecer.

Las hojas son enormes, alargadas y ovales, con nervios abundantes y
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paralelos, es decir casi en angulo recto con el nervio central. Mucho antes
de que aparezca la inflorescencia van muriendo sucesivamente las hojas
mas viejas. Los peciolos se secan y se doblan y la hoja encogida cuelga
hacia abajo ocultando a menudo el pseudotallo. Algunos campesinos
estiman que las hojas secas prestan proteccion y sombra al falso tallo

(pseudotallo).

El verdadero tallo es un rizoma grande, almidonoso, subterraneo,
que esta coronado con yemas; éstas se desarrollan una vez que la planta
ha florecido y fructificado. A medida que cada chupon del rizoma alcanza
la madurez, su yema terminal se convierte en una inflorescencia al ser
empujada hacia arriba desde el interior del suelo por el alargamiento del
tallo, hasta que emerge arriba del pseudotallo (www.infoagro.com). Cuando
un pseudotallo ha producido el racimo de fruto, ya no vale para nada mas,
por lo que generalmente se corta y trocea para agregarlo como abono al
terreno. (Escobar, J. 1965).

2.41.1.1.2. Manejo de los residuos de banano

Segun El Agro (2000), citado en Palacios, A. (2007), en el Ecuador
se han realizado varios trabajos de investigacién y adaptacién de
tecnologias para la utilizacion de residuos del cultivo del banano, como es
la produccién de prehumus utilizando microorganismos y abono organico
conocido como Bokashi, fermentado los residuos con microorganismos
eficaces, tecnologia desarrollado por el doctor Teruo Higa, profesor de

agricultura de la Universidad de Ryukyus en Japon (Palacios, A. 2007).

Hojas y pseudotallos de banano son fuentes de forraje muy utiles
en muchos paises tropicales, sobretodo en la época seca. Se pueden
triturar y distribuir frescos o se pueden ensilar. El contenido en proteina y
minerales es bajo, por lo cual el uso requiere suministrarlos con

ingredientes ricos en proteina (Bao, M. y col., 1987).
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En Ecuador existe la manufactura de productos elaborados
artesanalmente de residuos de banano tales como papel de raquis de
banano, cajas ecoldgicas. Ecuador es un pais bananero que posee
alrededor de 180 mil hectareas de plantaciones de banano (Davalos, M. y
Zurita, S. 2004).

2.4.1.1.1.3. Clima y suelo para el cultivo del banano

Exige un clima calido y una constante humedad en el aire. Necesita
una temperatura media de 26-27°C, con lluvias prolongadas vy
regularmente distribuidas. Son preferibles las llanuras humedas préximas

al mar, resguardadas de los vientos y regables.

Es poco exigente en cuanto a suelo, ya que prospera igualmente
en terrenos arcillosos, calizos o siliceos con tal que sean fértiles,
permeables, profundos, ricos y bien drenados, especialmente en materias

nitrogenadas. (www.infoagro.com).

2.4.1.1.1.4. Recoleccion del banano

La duracién de la plantacién es de 6 a 15 anos, dependiendo de las
condiciones ambientales y de los cuidados del cultivo. La planta que se
coloco sobre el terreno de asiento da unicamente frutos imperfectos y los
mejores frutos se obtienen de los vastagos nacidos de su pie, que

fructifican a los nueve meses de la plantacion.
Los frutos se pueden recolectar todo el afo y son mas o menos

abundantes segun la estacion. Se cortan cuando han alcanzado su

completo desarrollo y cuando empiezan a amarillear (www.infoagro.com).
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2.41.1.1.5. Composicion quimica de los residuos del cultivo de

banano

A continuacion se presenta el analisis proximal de los residuos del

cultivo de banano en base seca.

Cuadro 2. Analisis proximal de los residuos del cultivo de banano en base
seca (g/100g)

Cpis Hojas Pseudotallo Raquis
Analisis
(%) (%) (%)
*Humedad 8,40 10,00 8,70
Cenizas 16,10 28,30 23,10
Extracto Etéreo 2,30 9,60 1,50
Proteina cruda 12,30 5,30 3,30
Fibra cruda 34,20 35,30 53,90

Fuente: Palacios, A., 2007
*Humedad del sustrato en base seca

2.41.1.2. Constituyentes de los residuos lignocelulésicos del banano

2.4.1.1.2.1. Celulosa

La celulosa que es el biopolimero de D-glucosa, es el material
organico mas abundante sobre la corteza terrestre (Montoya, S. 2008). La
celulosa es ademas la forma mas comun de encontrar el carbono de la
biomasa (Romero, M. et al., 2009). Las plantas sintetizan la celulosa como
material estructural para soportar su peso. Las moléculas largas de
celulosa llamadas microfibrillas, forman haces por los puentes de
hidrogeno que se crean entre los numerosos grupos—OH de los anillos de
glucosa.
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En la celulosa las unidades de D-glucosa estan unidas por enlaces
glicosidicos (-1,4, disposicion bastante rigida y muy estable. En la Figura
2, se muestra una estructura parcial de la celulosa. La longitud del
polimero es altamente variable y dependiente del organismo del cual la
celulosa haya sido obtenida, asi como de la edad y estado metabdlico al

momento de la extraccion.

Figura 2. Estructura de la celulosa y enlace formado (Tomada de Romero, M. et al,
2009).

Se consideran dos tipos de celulosa: la nativa o cristalina,
caracterizada por un alto grado de cristalinidad u ordenamiento y de
polimerizacion, resultando asi insoluble (ej.: avicel, fibras de algodon,
papel de filtro, etc.); y la celulosa modificada, la cual resulta soluble como
la celulosa amorfa, carboximetilcelulosa, celooligosacaridos, en las cuales

el grado de cristalinidad y el grado de polimerizacién es menor.

2.4.1.1.2.2. Hemicelulosa

En contraste con la celulosa, la cual es cristalina, fuerte y resistente
a la hidrdlisis, las hemicelulosas son estructuras aleatorias, amorfas con
pequefia solidez, facilmente hidrolizables en acidos o bases diluidos. Las
hemicelulosas son plimeros de diversas hexosas y pentosas,
principalmente D-xilosa, L-arabinosa, D-manosa, D-glucosa, D-galactosa,
y acido D-galacturdnico, que aparecen en las paredes celulares en forma

amorfa.
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La mayoria de las hemicelulosas ocurre como heteropolisacaridos,
poseen una especie de columna vertebral formada por una cadena plana
de azucares unidos casi siempre por enlaces B-1,4 (de menor longitud
que la de celulosa), ver Figura 3. De la que pueden salir ramificaciones
muy cortas, generalmente de un solo azucar de longitud. Se clasifican
usualmente de acuerdo a los azucares residuales presentes. Los tipos y
cantidades de hemicelulosas presentes en las paredes de las maderas de

angiospermas y coniferas son diferentes.

Figura 3. Segmento de estructura plana de hemicelulosa (Tomado de Montoya, S. 2008)

Las hemicelulosas cubren y unen a la microfibrillas de celulosa en una
matriz comun. La corta extensién de las cadenas incrementa la solubilidad
de las hemielulosas y la posicion expuesta de las mismas en la superficie
de las microfibrillas, explicaria porque este polimero esta entre los
primeros componentes de la pared celular atacados por los hongos

causantes de pudricion.

2.41.1.2.3. Lignina

La lignina es el polimero aromatico no polisacarido mas abundante
de la naturaleza. Es un compuesto insoluble en agua y amorfo, de alto
peso molecular, tridimensional. En la Figura 4, se puede observar su

estructura.
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Figura 4. Estructura de la lignina, (Tomado de Montoya, S. 2008)

La lignina imparte resistencia a la degradacion microbiana de la
madera. La intima asociacion espacial existente entre los polisacaridos y
la lignina dentro de las paredes celulares de la madera provee una
barrera protectora que impide la degradacion de la celulosa. Una vez que
la lignina rodea a las fibrillas de celulosa es removida o modificada, la
celulosa resulta mas accesible a las enzimas microbianas y puede ser
eficientemente degradada. Asi, la lignificacidon en muchas plantas puede
ser un mecanismo de resistencia a las enfermedades y se produce como
un mecanismo de defensa hacia los hongos patdgenos o en respuesta a

heridas.
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Debido a su estructura la lignina es altamente resistente a la
degradacion. Hasta el momento los unicos organismos capaces de
mineralizarla eficientemente llevandola a CO, y H,O como productos
finales son los hongos causantes de pudricion blanca. Estos hongos en su
mayoria pertenecen a los ordenes Aphyllophorales y Agaricales; poseen

un complejo (Montoya, S. 2008).

2.4.1.1.2.4. Otras sustancias

No forman parte de la estructura de la pared vegetal, y la mayoria

son solubles en solventes neutros.

Los componentes solubles en solventes neutros, representan entre
el 4-10% del peso seco de la madera. Hay una gran variedad de
compuestos organicos, grasas, ceras, alcaloides, proteinas, fenoles
simples y complejos, azucares simples, pectinas, mucilagos, gomas,
resinas, terpenos, etc. Actuan como intermediarios metabdlicos, reserva
de energia o parte de los mecanismos de defensa contra los ataques

microbianos. Contribuyen al color, olor y resistencia al marchitamiento.

Las cenizas, son residuos inorganicos que permanecen después
de quemar la biomasa a altas temperaturas, suelen ser menos del 2% de

peso seco de la madera (Oliva, J. 2003).

2.4.1.2. Pretratamientos de los residuos lignocelulésicos

La hidrdlisis enzimatica presenta la necesidad de un pretratamiento
para la mejor utilizacion del desperdicio celulésico, debido a la
cristalinidad de las fibras celulésicas como también la presencia de lignina
(Teran, M. 1984).
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Los objetivos fundamentales del pretratamiento van encaminados a
reducir la cristalinidad de la celulosa, disociar el complejo celulosa-lignina,
aumentar el area superficial del material, disminuir la presencia de
aquellas sustancias que dificulten la hidrolisis. Ademas, un pretratamiento
eficaz es el que reune otras caracteristicas como: bajo consumo
energético, bajos costos de inversion, utilizacion de reactivos baratos,

facilmente recuperables y debe ser aplicable a diversos substratos.

Los pretratamientos pueden limitarse, simplemente, a generar un
aumento de las regiones amorfas de la celulosa lo que conlleva a la
mejora de la hidrélisis (Guarnizo, A. 2009). Entre los métodos de
pretratamiento de material lignocelul6sico, encontramos pretratamientos
fisicos, fisico-quimicos, quimicos y bioldgicos: En el presente estudio se

aplicé un tratamiento quimico, hidrdlisis con alcali.

Algunas bases pueden ser usadas también en el pretratamiento de
los materiales lignoceluldsicos y el efecto del pretratamiento alcalino
depende del contenido de lignina de los materiales. El mecanismo de la
hidrdlisis alcalina es por la saponificacion de los enlaces ésteres
entrecruzados intermolecular xilano hemicelulosa y otros componentes,
por ejemplo lignina y otra hemicelulosa. La porosidad del material
lignocelulésico se incrementa con la eliminacion de estos

entrecruzamientos.

2.4.1.3. Hongos

Como “hongos” se designa a un grupo de organismos eucariotas
entre los que se encuentran los mohos, las levaduras y las setas. Se
clasifican en un reino distinto al de las plantas, animales y bacterias. Esta
diferenciacidon se debe, entre otras cosas, a que poseen paredes celulares
compuestas por quitina, a diferencia de las plantas, que contienen

celulosa.
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Los hongos constituyen un grupo muy numeroso de organismos
(se han descrito aproximadamente 500.000, pero se estima que pueden
existir entre 1 y 1,5 millones de especies) que presentan una amplia
distribucion en la naturaleza, contribuyendo a la descomposicion de la
materia organica y participando en los ciclos biolégicos. (Bial-Aristegui,
2002).

En el hongo hay que diferenciar dos partes fundamentales: el
cuerpo vegetativo y el cuerpo reproductor. El cuerpo vegetativo, que se
encuentra bajo el suelo, esta formado por unos filamentos llamados hifas
que pueden ser unicelulares (con sucesion de nucleos). Al conjunto de
todas las hifas es a lo que se le llama micelio. El micelio es el que se
encarga de absorber las substancias minerales del suelo para alimento

del hongo.

sombrero———as = laminillas (contiene

- —
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Basidiosporas

Figura 5. Partes de hongo y de una seta (Tomado de http://www.kalipedia.com)

El micelio en realidad es el hongo, ya que la seta (a la que
comunmente se la llama hongo), es su aparato reproductor. En la Figura 5
se describe graficamente las partes de un hongo. Los micelios
reproductores crecen hacia la superficie externa del medio y son los
encargados de formar los organelos reproductores (endosporios) para la
formacion de nuevos micelios. Los micelios vegetativos se encargan de la
absorcion de nutrientes, crecen hacia abajo, para cumplir su funcién
(Wikipedia).
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A continuacién se presenta una descripcion botanica de las setas

Pleurotus y Lentinula que se emplearon en el presente estudio.

Cuadro 3. Taxonomia de las setas Pleurotus y Lentinula

Nombre

cientifico Pleurotus ostreatus Pleurotus pulmonarius *Lentinula edodes
Reino Fungi Fungi Fungi
Clase Basidiomicetos Basidiomicetos Basidiomicetos
Subclase | Eubasidiomucetos Eubasidiomucetos Homobasidiomycetes
Orden Autobasidiomicetos | Autobasidiomicetos Agaricales

Familia Pleurotuceae Pleurotuceae Tricholomataceae
Género Pleurotus Pleurotus Lentinula

Especie ostreatus pulmonarius edodes

Fuentes: Dormal, M., (2006), Guzman, G. y col.,, (1993). * Mushroom Growers’
Handbook 2, (2005)

Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Lentinula edodes son
los nombres de una gama de hongos comestibles que poseen agua,
carbohidratos y lipidos. Sus proteinas de alta calidad biolégica contienen
nueve de los aminoacidos esenciales para el hombre, incluidas lisina y
meteonina. Son fuente de vitaminas, fibras, minerales, y aportan de 150 a
350 calorias por kilogramo, ademas de sus propiedades medicinales
(Alvarez, M.; Séria, M. y Larrea, P., 2003).

2.4.1.3.3. Pleurotus ostreatus

Las especies del género Pleurotus, hongos de podredumbre blanca
capaces de crecer y degradar una cantidad de desechos agricolas y
forestales (lignocelulésicos) atacando los diferentes polimeros de la

madera (celulosa, hemicelulosa, lignina) (Pérez, R. 2005).
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Especie: Pleurotus ostreatus: var. florida.

Cepas: La mayoria de las cepas de este hongo se originan a partir
de especimenes silvestres cultivadas en 1958 por SS Bloque de

Gainesville, Florida. Eger.
Nombre Comun: Pleurotus Florida, Florida Pleurotus.

Raices latinas y griegas: Pleurotus viene del griego “pleuro”, que
significa formado lateralmente o en una posicién de lado. El epiteto de la
Florida, evidentemente se refiere a la localidad donde se recogio este

hongo por primara vez.

Parametros de crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus:

Tipos miceliales: rapido crecimiento del micelio rhizomorphic
lineal, que es un conjunto de hifas fuertemente apretadas y resistentes
que forman un corddn, recordando a las raices de las plantas superiores.

Su color suele ser blanquecino.

Medio estandar de crecimiento: granos de centeno.

Sustrato de fructificacion y método de preparacién: paja de
cereales (generalmente trigo) equilibrado para un contenido de humedad
del 75%. La paja, picado o entero, se pasteuriza por inmersién 71,1°C, en
un bafo de agua durante 20-30 minutos. Un método alternativo utiliza la
pasteurizacion de vapor vivo a 60°C, durante 6 horas. En Japodn,
Pleurotus se cultiva en una mezcla de aserrin de madera dura y el
salvado (4:1 partes, el 65% de humedad y un pH de 6.8 hasta 7,0). Esta
mezcla se esteriliza durante 1 hora a 15 psi. Pleurotus crece en una

amplia gama de residuos de alto contenido de celulosa.
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Temperatura del sustrato: El crecimiento mas rapido se da a 28-
30°C. La muerte térmica se produce si se mantiene por encima de micelio
de 40°C, durante 72 horas.

Humedad relativa: 90 a 100%.

Duracion: 10-14 dias para la colonizacién completa.

Cambios de aire fresco: 0 por hora.

Luz: La incubacion debe ser en la oscuridad total (Staments, P. y.
Chilton, J.S. 1983).

2.4.1.3.4. Pleurotus pulmonarius

Habitat: Fructifica sobre troncos de planifolios (maderas duras),

sobre todo Populus (chopos o alamos) en Otofo es poco frecuente.

Microscopia: Esporas cilindricas, de 7-12 x 3-4 ym, hialinas, lisas.

Esporada blanca. Cuticula formada por hifas fibuladas.

Observaciones: Parecido a Pleurotus ostreatus
(http://www.bioscripts.net) en la mayoria de parametros de crecimiento

micelial.

2.4.1.3.5. Lentinula edodes

Cepas: Existen numerosas cepas de Lentinus edodes disponibles
en casas comerciales y en centros de investigacion. La American Type
Culture Collection, que vende las cultivos a las organizaciones educativas
y centros de investigacién, cuentan con varias cepas silvestres e

industriales. Las cepas son a menudo distinguidas por sus preferencias
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de fructificacion a deferentes temperaturas para zonas mas frias o calidas.

Nombres comunes: El hongo shiitake, EI hongo negro japonesa, y
el hongo negro chino. (El shiitake nombre proviene de la asociacion de

este hongo en el arbol chii, un miembro del género Pasania).

Raices latinas y griegas: Lentinus viene de “lentis” o en forma de
lente par la forma de la tapa y edodes significa la comestibilidad de esta

especie.

Parametros de crecimiento micelial de Lentinula edodes:

Tipos Miceliales: Rhizomorphic lineal.

Medio estandar de Crecimiento: En madera pre-empapado o una

mezcla de aserrin, salvado en una proporcion 4:1.

Sustrato de fructificacion y método de la preparacién: Roble o
aliso de 4-6 pulgadas de diametro, son aserrados en 3 pies de largo.
Estos se deben cortar en la primavera o el otofio para maximizar el
contenido y la savia se puede inocular inmediatamente. (Algunos
productores prefieren preparar estos sustratos en las pilas a la sombra, al
aire libre durante un mes antes de la inoculacion). Antes de inocular,

sustratos deben ser limpiadas de cualquier liquen u hongos.
Humedad relativa: 60-75%, el 90% para aserrin.

Temperatura del Sustrato: El crecimiento rapido a 25 °C,
(Temperaturas superiores a 35 °C y por debajo de 41 °C el crecimiento

del micelio se detiene).

Duracién: 6-12 meses para cortar troncos, 30-60 dias para

bloques de aserrin.

28



Cambios de aire fresco: Al aire libre suficiente.

pH o6ptimo: 5-6.

Luz: No se requiere (Staments, P. y Chilton, J.S. 1983).

2.4.1.3. Fermentacion sélida

La fermentacion en estado sélido (FES), es generalmente definida,
como el crecimiento de microorganismos sobre materiales sdélidos en
ausencia total o casi total de agua. El sustrato, sin embargo, necesita
contener cierta humedad, que debe estar en forma absorbida dentro de la

matriz solida.

La fermentacion en estado sdélido puede ser entendida como un
método de cultivo de microorganismos sobre y dentro de las particulas de
la matriz sélida (sustrato solido), donde el liquido ligado con éste se halla
a un nivel adecuado, de forma que la actividad del agua asegura el
correcto crecimiento y metabolismo de las células, pero no excediendo la

capacidad maxima de tenencia de agua de la matriz sélida.

Este sistema comprende tres fases:

1. Fase sodlida: es un sustrato vegetal que contiene

microorganismos y nutrientes.
2. Fase liquida: para las diferentes transferencias de masa.

3. Fase gaseosa: muy importante porque influye en tres

aspectos del proceso fermentativo:

- regula la temperatura del sustrato,

- regula el nivel de humedad del medio y

- mantiene las condiciones aerdbicas (Alvarez, M.; Séria, M. y
Larrea, P., 2003).
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Las aplicaciones mas importantes de la fermentacion en estado

soélido se pueden resumir en las siguientes:

e Degradaciéon de desecho sélido para obtenciéon de compost,

e Preparacion de alimentos mas apetecibles,

e Produccion de micotoxinas y otros metabolitos,

e Enriquecimiento proteico de alimentos de bajo valor nutritivo y.

e Produccion de enzimas (Alvarez, M., et, al., 2003).

2.4.2. Marco conceptual de variable dependiente

2.4.2.1. Enzimas celulasas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas en
los seres vivos. Como catalizadores, las enzimas actuan en pequeia
cantidad. No llevan a cabo reacciones que sean energéticamente
desfavorables, no modifican el sentido de los equilibrios quimicos, sino

que aceleran su consecucion.

Las enzimas celulasas son proteinas derivadas de los procesos
naturales de fermentacion, capaces de degradar la celulosa. En realidad
una enzima de celulasas es una mezcla de diversos componentes
enzimaticos, formando lo que se denomina un “complejo enzimatico”, que
actua de forma sinérgica en la degradacion de la celulosa. Este complejo

enzimatico esta formado por tres tipos de enzimas:

e Endoglucanasas (EGs) o endocelulasas (B-1,4-D-glucan 4-
glucanohidrolasa), la cual ataca las regiones de baja cristalinidad
en la fibra celuldsica, creando cadenas terminales libres.

e Celobiohidrolasas (CBHs) o exocelulasas (B-1,4-D-glucan 4-
celobiohidrolasa) y la cual degrada la molécula adicional por
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eliminacion de las unidades de celobiosa de las cadenas terminales
libres;

e [-glucosidasa (BGs) o celobiasa (B-D-glucdsido glucohidrolasa), la
cual hidroliza la celobiosa para producir glucosa (Carrillo, F. 2002;

Romano, D., et al,. 2005). La Figura 6, se observa este mecanismo.
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Figura 6. Mecanismo de hidrdlisis enzimatica de la celulosa (Tomada de Oliva, J., 2003

Este complejo de proteinas de origen enzimatico, en conjunto
logran la degradacion de la celulosa (polimero de alta complejidad), en
monomeros de baja complejidad como la glucosa, con el fin de
metabolizarla y cumplir asi con funciones vitales (Bioinformatica de

celulasas).
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En adicién a los tres grupos principales de enzimas celulosas,
existen también un numero de enzimas auxiliares que atacan la
hemicelulosa, tales como glucuronidasas, acetilesterasas, xilanasas, [3-
xilosidasas, galactomannanasas y glucomannasas (Romano, S., et al,
2005).

2.4.2.1.1. Extraccion de enzimas

En el caso de muchas enzimas hidroliticas sencillas de origen
microbiano, la proteina se libera en el medio del cultivo y se separa de las
células mediante centrifugacion, siendo esta la uUnica etapa necesaria

para su extraccion.

La homogenizacion del tejido seleccionado en una solucion tampon
adecuada es la técnica mas ampliamente utilizada, ya que minimizan la
desnaturalizacion y degradacion de las enzimas. El pH, la fuerza iénica y
la composicién del medio que se utiliza para la extraccion de una enzima

son de gran importancia en este proceso (Gacesa, P. y Hubble J. 1990).

Actualmente la tendencia industrial es el reemplazo de muchas
enzimas provenientes de tejidos animal o vegetal por aquellas que
resultan de la aplicacion de cultivos de microorganismos seleccionados,

que generan la enzima especifica.

Se puede incrementar el rendimiento de una enzima especifica por
un determinado organismo, recurriendo a modificar sus condiciones
ambientales, o bien, a formar por via genética cepas mutantes, en las
cuales la produccion de la enzima puede ser varias veces superior que en
la cepa original. De este modo procesos de seleccién, adaptacién y
mutacion han mejorado considerablemente la produccion de enzimas a

partir de microorganismos (Biblioteca digital de la Universidad de Chile).
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2.4.2.2. Actividad enzimatica

Debido a que se necesita muy bajas concentraciones de enzima
para catalizar una reaccion, su determinacion directa es dificil, por
consiguiente la efectividad de una enzima se evalua generalmente,
siguiendo la desaparicion del sustrato o la aparicion de un producto
formado en la reaccidén. La reaccién catalizada enzimaticamente se
desarrolla bajo condiciones cuidadosamente controladas, sacandose

muestras para control a intervalos de tiempo apropiados.

Para el caso de las enzimas celulasas se expresa la actividad de
las enzimas en unidades se basan en la conversion de una cantidad
arbitraria de sustrato, en un lapso definido de tiempo y con una cantidad
determinada de enzima. Se tienen técnicas estandarizadas a condiciones
definidas de pH, temperatura y concentraciones de sustrato (Teran, M.
1984).

2.4.2.2.1. Factores que afectan la actividad enzimatica

La actividad enzimatica puede ser alterada por factores fisicos o
quimicos y por ello las enzimas actuan dentro de un intervalo 6ptimo de

temperatura y pH fuera de la cual su actividad disminuye.

2.4.2.2.1.1. Efecto del pH

La actividad de las enzimas depende mucho de la concentracién de
iones hidrogeno del medio, ya que esto afecta el grado de ionizacion de
los aminoacidos del sitio activo, del sustrato, o del complejo enzima
sustrato; todo esto llega a influir en la afinidad que tenga la enzima por el

sustrato. En los casos en que los sustratos no son ionizables (la mayoria
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de los hidratos de carbono y de los lipidos), los grupos ionicos de las

enzimas son los unicos afectados por el pH.

Por esta razdn, todas las enzimas presentan una maxima actividad
catalitica a un cierto valor 6ptimo de pH, en un intervalo de 5 a 8, aun
cuando existen excepciones muy importantes, como es el caso de la
pepsina del estbmago, que tiene un pH o6ptimo de 1, 8. En la Figura 7 se
observa que los valores extremos de pH causan la inactivacion de

enzimas ya que se induce su desnaturalizacion.

El pH de la mayoria de los alimentos varia entre 3,0 y 7,0 y en
pocos casos se encuentra en el lado alcalino; solo las frutas y sus
derivados tienen un pH mas acido que llega a ser de 2,2. La inhibicion de
las reacciones enzimaticas y del crecimiento microbiano en ocasiones se
llega a efectuar, si el producto lo permite, por una reduccion de pH,
mediante la adicion de los diferentes acidos disponibles como aditivos; por
lo tanto, si se desea la accion de alguna de las enzimas y el alimento lo

permite, se acondicionan el pH y la temperatura para obtener una maxima
actividad catalitica (Badui, 1993).
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Figura 7. Efecto de pH en la actividad enzimatica: (a), 6ptimo; (b), intervalo de

estabilidad de la enzima; (c, intervalo de inactividad) reversible, y (d), inactivacion
instantanea (Tomado de Badui, 1993)
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2.4.2.2.1.2. Efecto de la temperatura

Como sucede con la mayoria de las reacciones quimicas, la
velocidad de las enzimas aumenta con la temperatura, pero solo en el
intervalo en que la enzima es estable y retiene su capacidad catalitica; en
casos extremos, cuando se incrementa mucho la temperatura, se
favorece la desnaturalizacién y consecuentemente esta proteina pierde su
capacidad catalizadora. Por esta razon, cada enzima tiene un intervalo de
temperatura en el cual se logra la mayor actividad; la mayoria tiene un pH

optimo entre 30 y 45°C, y se inactiva a mas de 55°C (Figura 8).

desnaturalizacidn

actividad enzimética —-

-

temperatura

Figura 8. Efecto de la temperatura en la actividad catalitica de las enzimas (Tomado de
Badui, 1993).

2.4.2.3. Produccion de enzimas celulasas a partir de hongos

Bacterias y hongos pueden producir enzimas celulasas para la
hidrdlisis de material lignoceluldsico. Estos microorganismos pueden ser
aerdbicos o anaerdbicos, mesofilos o termdfilos. Debido a que los
anaerobicos tienen una velocidad de crecimiento muy lento y requieren

condiciones de crecimiento anaerdbicas, muchas investigaciones para la
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produccion de celulasas comercial se han enfocado en los hongos (Wang,
2009).

Los hongos son los organismos mas estudiados con respecto a la
degradacion de celulosa y produccion de celulasas. Ademas tienen
ventajas adaptativas que son: la rapida colonizacion de los sustratos y
una eficiente remocion de los productos de hidrdlisis; estas caracteristicas
los distinguen de los demas organismos como los principales

descomponedores de materiales celulésicos (Vilches, L. 2002).

El sistema de secrecidon enzimatica en los hongos filamentosos
tiene como propdsito principal el crecimiento y transporte de nutrientes
hacia el apice hifal, siendo ésta, el area activa de secrecion enzimatica.
No se descarta que exista una cierta actividad secretora a lo largo del

resto del micelio con el fin de mantener actividad metabdlica.

Las razones para usar los microorganismos como fuentes de
enzimas son:
e La obtencion de enzimas con intervencion de microorganismos es
econdmico en gran escala.
e Los procedimientos son relativamente simples y se los puede
realizar en tiempos cortos (Biblioteca digital de la Universidad de
Chile).

Las especies de hongos celuloliticos mas frecuentemente
estudiadas pertenecen al género Trichoderma por ser los mejores
productores de celulasas. Sin embargo otros géneros y especies de
hongos tales como Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium,
Neurospora crassa, incluyendo ademas hongos comestibles como:
Lentinula edodes, Volvariella volvacea, Pleurotus sp., también producen
celulasas. El hongo Trichoderma reesei (viride) es el mejor productor de

celulasa extracelular, por lo que la mayoria de los estudios concernientes
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a la naturaleza, modo de accion y aspectos en general de las celulasas

han sido realizados usando este microorganismo (Vilches, L. 2002).

2.4.2.4. Aplicaciones industriales

Actualmente existe un gran interés en utilizar las enzimas celulasas
en varios procesos industriales ya sea convencionales como el
tratamiento de basura, en la conversion de desechos vegetales en
fertilizantes o alimentos para animales, 0 en nuevos procesos como la

textileria o la fabricacion de detergentes.

Dentro de la industrias alimentaria, las celulasas se usan para
favorecer la extraccion y filtracion de jugos de frutas o verduras, filtracion
de mostos, extraccion de aceites comestibles, etc. Asi mismo se usan en
la hidrélisis parcial de materiales lignocelulésicos para mejorara la

digestion de rumiantes.

En la industria textil las celulasas juegan un papel muy importante
en el destefido de mezclilla ya que se usan para remover el color azul
indigo y dar una apariencia de destefido/deslavado (biostoning
biobleaching). Tradicionalmente el destefiido de este tipo de prendas se
efectuaba con piedra pomez (stone wash). Una pequefa cantidad de
enzima puede sustituir varios kilos de piedras. Con la reduccion de las
piedras se produce menos dafno a las telas, menos desgaste de las
lavadoras y menos polvo de piedra pdmez en el ambiente de la

lavanderia.

Las celulasas se anaden a los detergentes quita pelusas, la enzima
degrada las microfibrillas que se separan parcialmente de las fibras
principales, restituyendo a las fibras una superficie suave y a la prenda su
color original. El tratamiento con celulasas al papel parece aumentar el

area de enlaces entre fibras, mejorando algunas de sus propiedades.
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El uso de algunos preparados celuloliticos en el proceso de
extraccion del aceite han tenido efecto sobre el rendimiento de la
extractabilidad del aceite. Las celulasas pueden actuar en la extraccion
acuosa de aceite a partir de una enzima cruda obtenida de Aspergillus
fumigatus con actividad celulasa y el efecto sobre el rendimiento en la
extraccion de aceite a partir de las semillas de ajonjoli, de cacahuate y de

girasol (Wikipedia)

2.4.2.4.1. Hidrolisis de residuos celulésicos

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa consiste en tres pasos:
absorcion de las enzimas celulasas en la superficie de la celulosa, la
degradacion de la celulosa a azucares fermentables o glucosa y la
desercion de las celulasas. Una clase de fermentacion importante de la

glucosa es la fermentacion alcohdlica (Romano, S., et al., 2005).

La degradacidon enzimatica de materiales celuldsicos, es
estimulada por la perspectiva de que esta investigacion contribuiria al
desarrollo en gran escala a procesos de conversion que beneficiarian a la

humanidad en una forma sustancial.

Algunos de estos procesos de conversion potenciales son:

e Ayudar a resolver problemas de eliminacién de desechos.

e Disminuir la contaminacién del medio ambiente.

¢ Aliviar la escases de alimentos y nutrientes para animales.

e Mejorar el manejo de bosques y tierras extensas, suministrando un
mercado para maderas de baja calidad, que se desarrollan en tierras
pobremente cultivadas.

e Disminuir la dependencia del hombre hacia los combustibles
fésiles, proveyendo un recurso conveniente y renovable de energia en
forma de etanol (Lucio, G. 1982).
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La sacarificacion de los materiales celulésicos, utilizando las
enzimas celulasas, no presentan el problema de la formacion de
productos indeseables como los que se presentan en las otras formas de
hidrdlisis (acida, basica, etc.). En la actualidad los estudios de hidrdlisis se
estan orientando a la utilizacion de enzimas para la sacarificacion de

subproductos celuldsicos por las ventajas de del proceso que ofrecen.

La hidrdlisis completa de la celulosa consiste en el rompimiento de
los enlaces entre moléculas de glucosa, a cada unidad se afade una

molécula de agua, produciéndose el azucar glucosa (Teran, M. 1984).

Segun Teran, M. (1984) la reaccién es:

(C6H1005)n + nH20 Tigraise CeHi1206

Celulosa Glucosa

La labor enzimatica de la hidrdlisis puede ser resumida de la

siguiente manera:

ENZIMA + SUSTRATO CELULOSICO——— COMPLEJO —— ENZIMA + PRODUCTO
(ENZIMA-SUSTRATO)

2.4.2.4.1. Produccion de bioetanol

El bioetanol se produce por la fermentacion de los azucares
contenidos en la materia organica de las plantas. En este proceso se
obtiene el alcohol hidratado, con un contenido aproximado del 5% de
agua, que tras ser deshidratado se puede utilizar como combustible. El
bioetanol mezclado con la gasolina produce un biocombustible de alto
poder energético con caracteristicas muy similares a la gasolina pero con
una importante reduccion de las emisiones contaminantes en los motores

tradicionales de combustion. El etanol se usa en mezclas con la gasolina
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en concentraciones del 5 o el 10%, E5 y E10 respectivamente, que no

requieren modificaciones en los motores actuales (http://www.miliarium.com).

La fermentacién alcohdlica es la transformacion de sustratos
azucarados por la accion de microorganismos, que durante su ciclo de
vida consumen el sustrato y fabrican etanol y otros compuestos
bioquimicos, como resultado de su metabolismo (Afanador, A. 2005)

Las plantas crecen gracias al proceso de fotosintesis, en el que la
luz del sol, el dioxido de carbono de la atmésfera, el agua y los nutrientes
de la tierra forman moléculas organicas complejas como el azucar, los
hidratos de carbono y la celulosa, que se concentra en la parte fibrosa la

planta (Figura 9).

Atmbésfera e

Fotasintesis Emisiones

Bioetanol

Figura 9. Ciclo del bioetanol. (Tomado de http://www.scribd.com)
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Dependiendo del método de produccion y de la fuente de
obtencidn, es generalmente aceptado que el bioetanol da una reduccion
del 70% de CO,, lo que significa que 3,5% menos de CO, en una mezcla

al 5%. (http://www.scribd.com).

La produccion de etanol a partir de materiales lignoceluldsicos
generalmente incluyen tres etapas fundamentales: a) La conversion de
carbohidratos en azucares simples o asimilables por los microorganismos
productores de alcohol, b) La fermentacion de estos azucares a etanol y
c) Finalmente la separacion del etanol y otros productos por destilacion.

La alternativa de emplear residuos lignoceluldésicos en la
produccion de etanol, constituye hoy dia una posibilidad altamente
prometedora por su amplia disponibilidad en el mundo. La existencia en
los diversos paises iberoamericanos, de abundantes recursos
lignoceluldsicos, justifica la dedicacidon por parte de estas naciones, de un
esfuerzo importante al desarrollo y adaptacion de tecnologias tendientes a

la utilizacion integral y racional de los mismos (Romano, S., et al., 2005).

2.5. HIPOTESIS

Las hipétesis que se plantearon en la investigacion son:

2.5.1. Hipétesis nula (Ho) T1=T2=T3........ n

Interpretacion: Todos los tratamientos dan igual actividad enzimatica

de celulasas.

2.5.2. Hipétesis alternativa (H1) T1#T2#T3....... n

Interpretacion: En todos los tratamientos no se da igual actividad

enzimatica de celulasas.
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2.6. SENALAMIENTO DE LAS VARIABLES DE LA HIPOTESIS

2.6.1. Variable independiente: Residuos de banano (hojas,
pseudotallo y raquis) y cepas (Pleurotus ostreatus, Pleurotus

pulmonarius y Lentinula edodes).
2.6.2. Variable dependiente: Enzimas celulasas

2.6.3. Unidad de observacion: Extracto de enzimas celulasas

42



CAPITULO 1l

METODOLOGIA

3.1. MODALIDAD BASICA DE LA INVESTIGACION

Las modalidades basicas de la investigacion son: bibliografica y

experimental.

En la investigacion bibliografica se revisaron trabajos de
investigacioén tecnoldgica en tesis de grado, revistas cientificas, folletos,
boletines de prensa, etc.; para respaldar con datos bibliograficos y resaltar

la importancia tecnoldgica del estudio para la economia local.

La modalidad experimental se aplico al desarrollar el disefio
experimental para obtencidn de enzimas celulasas a partir de hongos
(Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Lentinula edodes) utilizando
como sustratos los residuos del cultivo del banano (Musa cavendish) y
mediante la recopilacion de informacién obtenida del analisis estadistico

de los factores en estudio.

3.2. NIVEL O TIPO DE INVESTIGACION

El nivel o tipo de investigacion del presente proyecto, se basé en
un estudio de asociacidon de variables que aspira responder preguntas de
investigacion relacionados a los residuos de banano (sustratos) y cepas
de los hongos comestibles, pretendiendo evaluar la dependencia e
interaccién entre las variables estudiadas o factores y sus distintos
niveles. Por lo tanto, el presente estudio fue de tipo correlacional y

exploratorio.
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3.3. METODOS Y TECNICAS DE INVESTIGACION

Para la obtencién de las enzimas celulasas por fermentacién sélida
de hongos, encargadas de intervenir en el proceso de hidrdlisis de la
celulosa a partir de residuos del cultivo del banano se llevara a cabo los

siguientes pasos:

3.3.1. Método para la obtencién de las enzimas celulasas

Recoleccion de los residuos de banano. Los residuos organicos
fueron recolectados en el lugar donde se producen y trasladados a la
ciudad de Ambato a la Unidad Operativa de Investigacion en Tecnologia
de Alimentos (UOITA).

Seleccién y acondicionamiento de los residuos de banano. Se
selecciond a los residuos de apariencia firme, color y olor caracteristico
para ser lavados, cortados y deshidratados en un secador con flujo de
aire a 60°C, luego fueron almacenarlos en un lugar fresco y ventilado,

para utilizarlos durante la experimentacion.

Fermentacion solida. Se colocaron 12 g de residuos de banano
en matraces de 500ml, el tamano de particula de los residuos fue de 0,5y
1cm aproximadamente y se ajustd la humedad al 80%. Posteriormente,
los matraces con los residuos se esterilizaron en autoclave a 121°C y 14,7
psi durante 30 minutos. Se dejo enfriar hasta 22°C. Se adiciond el inoculo
de la cepa correspondiente en una proporcion del 2% del peso humedo
del sustrato y se mezclo homogéneamente. Se incubaron los matraces
por 24 dias a una temperatura de 22-24°C y una humedad relativa de 60-

70% hasta que el micelio cubra totalmente los residuos.
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RESIDUOS DE FERMENTACION

BANANO '/ > SOLIDA
Hojas, pseudotallo y . 0
etis do banano RECEPCION \ ‘\ACONDICIO‘NAMIENTO’/‘ Humedad 80%
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Grafico 3. Diagrama de flujo para la obtencién de enzimas celulasas por fermentacion
sélida de hongos (Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Lentinula edodes),
utilizando como sustratos los residuos del cultivo del banano (Musa cavendish)
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Extraccion de enzimas: Al tiempo definido de fermentacion, se
adicion6 a cada matraz 30ml de solucion amortiguadora de citrato 50mM,
pH 5,3 y se agitaron durante 15min, para seguidamente prensarle y el
volumen obtenido se distribuyd en tubos para centrifugarlos por 30 min a

6000 rpm para separar el sobrenadante o extracto enzimatico.

3.3.2. Metodologias aplicadas para el analisis de los residuos de

banano

3.3.2.1. Determinacion de humedad.

Se realizo segun el Método 930,15 A.O.A.C. 1996.

3.3.2.2. Analisis quimico

3.3.2.2.1. Extraccion de solubles en alcohol-benceno

Se aplicé el método descrito por Nuiez, C. (2008),
fundamentandose en que los solventes se extraen todas las sustancias de
baja polaridad como resinas, acidos grasos, hidrocarburos, parte de los

tanimos, etc. Se realizé en extractor tipo Sohxlet.

3.3.2.2.2. Eliminacion de los compuestos solubles en agua caliente

Nurez, C. (2008), basado en que el agua caliente disuelve todos
los extractivos que no fueron solubles en la etapa anterior. Incluye el resto

de los taninos, azucares, aminoacidos, alcoholes, etc.

3.3.2.2.3. Determinacién del contenido de lignina insoluble en acido

La determinacion de lignina insoluble en acido segun el método de
Klason descrita por descrita por Nufiez, C. (2008) se realizé6 en las
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muestras libres de sustancias extraibles, la muestras se mezclaron con 15
ml de H2SO4 al 72%, se agitaron con frecuencia a 15°C durante dos
horas. Las mezclas se diluyeron con agua destilada, se colocaron a reflujo
durante cuatro horas, se filtraron, y los residuos se secaron hasta masa

constante.

3.3.2.2.4. Determinacion del contenido de Celulosa

El contenido porcentual de celulosa se determind mediante el
método de Karshner—Hoéffer descrita por Orea-lgarza, U. et al, 2006. Los
materiales libres de sustancias extraibles se le afiadieron 25 ml de mezcla
reactiva de HNO3—etanol (1:4), se colocaron a reflujo en bafio de agua
durante una hora, se decantaron y se afadieron una nueva cantidad de
mezcla reactiva, repitiendo esta operacion tres veces. Posteriormente se
afiadieron 25 ml de KOH al 1% durante 30 minutos, se filtraron y los

solidos se secaron.

3.3.2.2.5. Estimacion del contenido de hemicelulosas totales

Se determind segun lo describio Orea-Ugarza, U.; Cordero E. y
Gomes, R. (2006). Las hemicelulosas totales se estimaron por diferencia

entre 100% y la suma del porcentaje de celulosa y lignina

3.3.3. Metodologia aplicada para la determinacion de actividad

enzimatica de las celulasas

Al tiempo definido de fermentacion sdlida (24 dias), los
tratamientos que presentaron crecimiento micelial fueron sometidos
inmediatamente a extraccidbn enzimatica para ser aplicadas en un
volumen de 5 ml a un sustrato indicador (45ml de carboximetil celulosa)

acondicionado en bafio termostatico a 50°C, con agitacién oscilatoria (100

47



rpom) para mantener la suspension en un estado homogéneo, por el lapso
de una hora, para inmediatamente realizar la determinacién de azucares

reductores.

Para la determinacion de la actividad enzimatica se determind en
primera instancia los azucares reductores, datos con los que se partié

para el calculo de actividad enzimatica.

3.3.3.1. Determinacion de azuicares reductores

Se aplicd el método de Lane y Eynon (1923), que se basa en que
al existir diversos métodos de cuantificacion de carbohidratos basados en
la capacidad reductora de los azucares que tienen libre el grupo carbonilo.
Estos carbohidratos son capaces de reducir elementos como el Cobre
(Cu+2), el Hierro, (Fe+3) o el Yodo (10).

En el caso especifico del cobre, este es reducido desde Cu*? a
Cu*'. En este sentido, en el método de Lane y Eynon (1923) se hace
reaccionar sulfato cuprico con azucar reductor en medio alcalino,
formandose oxido cuproso, el cual forma un precipitado rojo ladrillo. Este
meétodo utiliza azul de metileno como indicador, el cual es decolorado una

vez que todo el cobre ha sido reducido, lo que indica el fin de la titulacién.

3.3.3.1.1. Método de calculo de concentracion de azlcares

reductores y actividad enzimatica

La Ecuacién 1 es la relacion matematica para la determinacion de

azucares reductores que describe el método empleado, es el siguiente:

V-V
C.A.R. (Cantidad de glucosa formada) =% Ecuacion 1

3
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Donde

C.A.R.= Concentracion de azucares reductores o cantidad de glucosa

formada.

V1= 0.056 g de glucosa (kte.), correspondiente a la cantidad estandar de

glucosa 1% que reduce la soluciones A y B de Fehling.

V; = Volumen de hidrolizado que contiene 45ml de sol de CMC+5 ml de

extracto enzimatico obtenido.

V3 = Volumen del hidrolizado gastado en la titulacidon de las soluciones A'y
B de Fehling.

El calculo de la actividad de las enzimas celulasas segun Loera y
Codrdova (2003), que se basa el lo expresado en la Ecuacion 3, previo a la
aplicacién de la Ecuacion 2, que es la transformacién de unidades de
concentracion de la glucosa a p moles de glucosa*min para que sean las
unidades afines al posterior calculo de actividad enzimatica. A

continuacion se detallan las ecuaciones mencionadas:

lucosa formada (g)*10° u moles
L moles de glucosa*min.= £ J () a Ecuacion 2

60 (min) *180 (g)

Donde
glucosa formada= concentracion de azucares reductores, provenientes

de la Ec. 1.
10%u moles = Factor de conversion

60 (min)= Tiempo de hidrdlisis (kte.).

180 g= Peso molecular de la glucosa (kte.).

Para las celulasas provenientes de Pleurotus osteatus, Pleurotus
pulmonarius y Lentinula edodes, se ha definido a la unidad de actividad

enzimatica como “Ul/g de materia seca” a la liberacion de 1umol de
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glucosa de una solucion al 0,5% de carboximetil celulosa (CMC) en 60

minutos, a 50°C y a un pH de 5,3.

C.RA*V,
Vs* M,

Ul/g materia seca = Ecuacion 3

Donde

C.R.A. = Cantidad de glucosa expresada en y moles de glucosa*min.

V. = Volumen del extracto enzimatico obtenido en la extraccion de las

enzimas celulasas.

Vs = Volumen de extracto enzimatico aplicado para la hidrélisis del

sustrato indicador carboximetil celulosa, correspondiente a 5ml (kte.).

M, = Peso de los residuos deshidratados empleados en la fermentacion
solida de los hongos Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y

Lentinula edodes correspondiente a 129 (kte.).

Ul = cantidad de enzima que libera1y mol de azucares reductores (xilosa

o glucosa) por minuto en las condiciones de reaccion.

3.3.3.2. Método para evaluar las condiciones optimas de accion de la

celulasas

Es importante sefialar que después de determinar los mejores
tratamientos, es decir el extracto enzimatico con la mayor actividad
enzimatica proveniente de la mejor interaccidén sustrato-cepa, mediante la

determinacién de azucares reductores, se analizo:

3.3.3.2.1. pH

Mediante el uso del potencidmetro, se prepard sustrato puro
carboximetil celulosa con las siguientes variaciones de pH: 4,0; 4,5; 5,0;

5,3; 5,5; 6,0 y 7,0; para posteriormente someterlas a la acciéon de las
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enzimas celulasas obtenidas por el lapso de una hora a un bafo

termostatico (50°C) con movimiento oscilatorio de 100 rpm.

3.3.3.2.2. Temperatura

Mediante el uso de un bafo termostatico con movimiento
oscilatorio de 100 rpm. Al sustrato puro carboximetil celulosa (CMC) sal
de sodio al 0,5% con las enzimas celulasas obtenidas se las someti6é a
siguientes temperaturas: 37°C, 50°C y 60°C, por el lapso de seis horas,

tomando una muestra cada hora.

3.3.4. Metodologia empleada para la produccién de bioetanol

3.3.4.1. Pretratamiento alcalino a los residuos de banano

Mediante método aplicado por Gonzalez, J. (2009) que aplica
Na(OH) 0,74 g de hidréxido de calcio/g de residuo seco, sometiéndoles a
90°C por el lapso de 90 horas; se fundamenta en que el hidréxido rompe
la estructura de la lignina, permitiendo la accesibilidad a la celulosa y por

ende a la accion de las enzimas celulasas.

3.3.4.2. Fermentacion alcohédlica

Se adapté de acuerdo al método que aplico Cardona, C. (2004), en
el que a los productos de las reacciones de hidrdlisis se la sometid a
fermentaciones alcohdlicas en reactores de plasticos adaptados a escala
de laboratorio. Se garantizaron las condiciones de fermentacion utilizadas
industrialmente (32°C y pH entre 3,5 y 4,0). Se concentré los medios con
una sola concentracién (6°Brix).Se utilizd levadura comercial (Levapan, 1
g/l) y se adicionaron al medio urea (1.48 g/l), sulfato de amonio (0.24 g/l).
La fermentacion se llevd a cabo durante 9 dias. Se determind la
concentracion de azucares reductores al principio y al fin del cultivo. El

contenido de etanol se establecio al término del proceso.

51



3.3.4.3. Medicion de los grados alcohdlicos

Segun el método areométrico de los Métodos Oficiales de Analisis

del Ministerio de Agricultura, Espaia, (1986).

3.4. POBLACION Y MUESTRA

Para el proyecto investigativo se tiene como poblacién los residuos
del cultivo organico de banano, provenientes de la provincia Santo

Domingo de los Tsachilas.

De la poblacién de residuos frescos provenientes de los cultivos de
banano, se trabajara con las siguientes partes: hojas, pseudotallo y

raquis.

3.4.3. Diseno experimental

La presente investigacion correspondera a un disefio experimental de
clasificacion doble, denominado disefio factorial A*B, dado que se
ensayaron dos factores de estudio diferentes. El disefno factorial fue (3*3)
lo que equivales a 9 tratamientos, cada tratamiento con tres réplicas. Si se
denota por A*B a los factores que actuan respectivamente con a y b

niveles.

Los factores y los niveles se detallan a continuacion:

Factor A: Residuos de banano (sustrato)

ap=Hojas de banano
a;=Pseudotallo de banano

a,=Raquis de banano

52



Factor B: Cepas

bo=Pleurotus ostreatus
bi=Pleurotus pulmonarius

bo=Lentinula edodes

A continuacion se presenta la notacion de tratamientos aplicados al

disefio experimental:

Factores .
Tratamientos
A B
Hojas de banano Pleurotus ostreatus aobo
Hojas de banano Pleurotus pulmonarius aob4
Hojas de banano Lentinula edodes (Shiitake) aob2
Pseudotallo de banano Pleurotus ostreatus aqbg
Pseudotallo de banano  Pleurotus pulmonarius a1b+
Pseudotallo de banano  Lentinula edodes (Shiitake) aiby
Raquis de banano Pleurotus ostreatus azbo
Raquis de banano Pleurotus pulmonarius azb
Raquis de banano Lentinula edodes (Shiitake) azbs
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3.5. OPERACIONALIZACI(’)N DE VARIABLES
3.5.1. OPERACIONALIZACION DE LA VARIABLE INDEPENDIENTE: Residuos de banano y cepas de hongos

Cuadro 4. Variable independiente: Residuos de banano y cepas

proceso de produccion de

enzimas celulasas

micelio de hongos

Cepas de hongos
(Pleurotus ostreatus,
Pleurotus pulmonarius y

Lentinula edodes)

¢, Cual de las cepas a
emplearse es la mas
eficiente para la produccién

de enzimas celulasas?

. ITEMS TECNICAS E
CONCEPTUALIZACION CATEGORIA INDICADORES .
BASICOS INSTRUMENTOS
Cual es el tipo de residuo de
banano adecuado para la
Tipos de residuos de|produccion de  enzimas|Disefio
Residuos de banano vy ] bananos celulasas? experimental e
Tecnologia de la ) o
Cepas . . informes por disefio
fermentacion sélida para
Son las variables que .
la produccién de
intervienen directamente en el
enzimas a partir del

Actividad
enzimatica de las
celulasas (Loera y

Cdrdova, 2003)

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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3.5.2. OPERACIONALIZACION DE LA VARIABLE DEPENDIENTE: Enzimas celulasas

Cuadro 5.Variable dependiente: Enzimas celulasas

CONCEPTUALIZACION

CATEGORIA

INDICADORES

ITEMS BASICOS

TECNICAS E INSTRUMENTOS

Enzimas celulasas
Es un producto obtenido
a partir de la
fermentacion sdlida de
las cepas de hongos
(Pleurotus ostreatus,
Pleurotus pulmonarius y
Lentinula edodes) con
los residuos de banano

como sustrato.

Tecnologia de produccion de

enzimas celulasas

Produccion de bioalcohol

Anadlisis de los residuos de banano:
Determinacion del contenido de
lignina insoluble en acido

Determinacién del contenido de

celulosa

Estimacion del contenido de

hemicelulosa totales

Evaluacion de la actividad de las

enzimas celulasas producidas

Determinacion del grado alcohdlico

¢Qué caracteristicas quimicas
poseen los residuos de banano?

¢, Qué cantidad de materias solubles
contiene los residuos de banano?
¢Qué cantidad de lignina contiene
cada tipo de residuo de banano?
¢,Cual es el contenido de celulosa en
cada tipo de residuo de banano? Y
es suficiente este para la produccién
de enzimas celulasas?

¢, Qué contenido de Hemicelulosa
contienen los residuos de banano?
¢,Cual de los residuos de banano son
adecuados como sustratos para la
produccion de enzimas celulasas
,Cudl de las cepas de hongos
producen mayor actividad de enzimas
celulasas?
iPuede aplicarse las enzimas
celulasas obtenidas en la produccion

de bioalcohol?

Los métodos de analisis de los residuos:

Determinaciéon de materias solubles en alcohol
— benceno. Determinacion de solubles en agua
caliente (Nufez, C., 2008)

Determinacion de lignina insoluble en acido por
el método de Klason (Nufiez, C., 2008)
Determinacién del contenido de celulosa,
Método Kurshner-Héffer (Orea U.; Cordero E. y
Gomes, R., 2006)
Estimacion del contenido de hemicelulosa
totales (Orea U.; Cordero E. y Gomes, R,
2006)

Concentracion de azucares reductores (Método
del Lane y Eynon). Actividad de celulasas
(Loera y Cérdova, 2003)

Determinacion del grado alcohdlico (Métodos

Oficiales de Analisis del Ministerio de

Agricultura, Espafia,1986)

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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3.6. PLAN DE RECOPILACION DE INFORMACION

Para la recoleccién de la informacion necesaria del presente
proyecto de investigacion en la fase experimental implico el analisis
quimico de los residuos de banano, la determinacion de azucares
reductores del extracto enzimatico obtenido, determinacion de la
temperatura y pH optimo de las enzimas celulasas obtenidas, analisis de
costos la obtencién de las enzimas celulasas, y la aplicacion de estas
para la obtencion de azucares fermentables con la subsecuente

produccion de etanol.

Se requirieron los siguientes materiales, equipos y reactivos
disponibles en los laboratorios de FCIAL-UOITA:

3.6.1. Materiales

3.6.1.1. Materias primas

Cepas. Las cepas a utilizarse en el presente estudio fueron:

e Pleurotus ostreatus var. Florida CP-184 de la colecciéon del Centro de
Estudios de Biotecnologia Industrial, Universidad de Oriente Cuba

e Pleurotus pulmonarius N. 20 Pamela Fungi

e Lentinula edodes (Shiitake) procedente de Wb-Laboratory—Canada)

e Saccharomyces cerevisiae de fabricacién nacional

Sustratos. Los residuos agricolas provenientes del cultivo de banano que

se emplearon en la investigacion son los siguientes:

Hojas, pseudotallos y raquis de banano procedentes de Santo Domingo

de los Tsachilas.
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3.6.1.2. Equipos

o Camara de flujo laminar
. Estufa

. Incubadora

o Balanza de humedad

o Potenciémetro

o Autoclave Aquatron

. Céamara de fermentacion
o Desecador

o Equipo de reflujo

o Bafo termostatico

o Refrigeradora

o Hidrometro

o Termometro digital

o Brixometro

. Cocina doméstica

o Equipo de destilacion

. Alcoholimetro

3.6.1.3. Materiales de laboratorio

o Matraces Erlenmeyer de 250 ml.

o Cajas Petri

o Pipetas de 10, 5, 2, y 1ml

. Matraces de 1000, 500, 250mi

o Vasos de precipitacion de 250 y 500ml

o Balones aforados de 500, 250 y5 Oml.

. Bureta de 100 ml

o Frascos de vidrio de boca ancha de capacidad % litro

° Pinzas
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. Gradillas

o Asas microbioldgicas

o Varillas de agitacion

J Cuchillos

o Bisturi

o Aguja de diseccidn o asa de platino esteéril
o Espatula

o Fundas plasticas transparentes
o Papel aluminio

o Papel Filtro

. Hilo

3.6.1.4. Reactivos

Para medio de cultivo:
o Agar patata dextrosa (PDA)-Merck
o Agar malta dextrosa—Merck

o Granos de trigo—Mercado local de la ciudad de Ambato

Para extraccion enzimatica y determinaciéon de azucares reductores:

Acido citrico

. Citrato de sodio

o Soluciéon amortiguadora de citrato (50mM; pH 5,3)
o Carboximetilcelulosa (CMC) sal de sodio al 0,5%
o Sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O4.5H,0)

o Hidroxido de sodio (NaOH)

o Azul de metileno (1%)

o Glucosa

o Etanol

° Benceno
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e Acido sulfurico al 72%

o Agua destilada

o Mezcla reactiva de HNO3-etanol(1:4)
o Hidréxido de potasio (KOH) al 1%

o Hidréxido de calcio (CaOH)

3.7. PLAN DE PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Se basoé en la tabulacion de datos obtenidos segun las variables de
cada hipétesis; manejo de informacion y estudio estadistico de datos para
presentacion de resultados. Para comprobar las hipétesis se realizd un
ANOVA generado en los paquetes informaticos: Excel 2007,
STATGRAPHICS®Plus versidon 4.0, para determinar los mejores
tratamientos y las semejanzas o diferencias. Ademas se empled la
Prueba de Tukey con los paquetes STATGRAPHICS®Plus version 4.0 y
MSTATC.EXE; paquetes estadisticos disponibles en la Universidad

Técnica de Ambato, en la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.
Las representaciones en tablas y graficas de dispersion se

realizaron en hojas electrénicas de EXCEL 2007. Finalmente el trabajo de

investigacion se redacté en Microsoft Word 2007.

59



CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Desde la Tabla 1 hasta la 15, se indican los resultados obtenidos
de los siguientes analisis: analisis quimicos de los residuos del cultivo de
banano, determinacion de la concentracion de azucares reductores,
actividad de las enzimas celulasas, efectos de la temperatura, tiempo y
pH de reaccidn en la actividad enzimatica de las celulasas obtenidas,
sélidos solubles durante la hidrdlisis enzimatica (°Brix) y fermentacion
alcohdlica, analisis, cuantificacion de etanol obtenido y obtenible. Ademas
se presenta un analisis econdmico de la tecnologia de obtencion de las

enzimas celulasas.

4.1.1. Analisis quimico de los residuos del cultivo de banano

El analisis quimico de los residuos del cultivo de banano, en la
obtencién de enzimas celulasas, permitira conocer la composicion de la
fibra contenida en los residuos, es decir la cuantificaciéon de sus partes

constitutivas: celulosa, hemicelulosa y lignina.

En la Tabla 1, se reporta los datos experimentales del contenido de
lignina, celulosa y hemicelulosa de los residuos (lignoceluldsicos) del
cultivo de banano en base seca, donde se evidencia que la celulosa es la
fraccion mayoritaria de la fibra. Las hojas contienen 36,6% de celulosa,
seguida por el pseudotallo con 35,3%, valor que es corroborado por

Viswanathan et al, 1989, que reporta un valor de 35,9%; mientras que el
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porcentaje de celulosa en el raquis es 30,6%. Por lo tanto, son residuos
que tienen una alta factibilidad de ser utilizados como sustrato de
Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius, y Lentinula edodes (hongos
de pudricién blanca que usan celulosa como fuente de carbono para
satisfacer sus requerimientos nutricionales) para la produccién de
enzimas celulasas, las cuales al aplicarlas a los residuos de banano

pretratados los hidrolicen a sus azucares constitutivos.

Con respecto a las hojas, la hemicelulosa, poseen un valor alto de
27,39%, con respecto al del pseudotallo y al raquis. Guarnizo, A. (2009)
afirma que la hemicelulosa se perfila como otra fuente de azucares

fermentables.

En cuanto al contenido de lignina en hojas presenta un valor de
8,5%, en pseudotallo 5,2%, y en raquis 9,85%. Segun Teran, M. (1982), la
lignina es la que restringe el acceso de las celulasas a la celulosa, por lo
que se hace necesaria una etapa de pretratamiento previa a la hidrdlisis
de la celulosa, con el propésito de alterar la estructura del material

lignoceluldsico y asi facilitar la accion de las enzimas.

Palacios, A. (2007), indica que el raquis es el residuo de banano
que posee la mayor cantidad de fibra cruda en base seca, con un valor de
53,90%, seguido del pseudotallo con 35,30%, mientras que el porcentaje
de fibra en hojas es de 34,20%.

4.1.2. Verificacion de crecimiento micelial en los distintos

tratamientos

En la Tabla 3, se muestra un reporte de la verificacion de la
presencia de crecimiento micelial 24 dias después de la inoculacion,
mediante una inspeccion visual. En el tratamiento apb, (hojas-Lentinula

edodes) no existio crecimiento micelial. En los tratamientos asbg, azbq, y
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asb, en los que el raquis (factor a;) actué como sustrato no proliferd
ninguna de las tres cepas (factor b) empleadas. Consecuentemente en los
tratamientos en los que no existid crecimiento micelial no fueron sujetos a

los analisis propuestos en el presente estudio.

Ardon, C. 2007, afirma que un sustrato no funciona como tal
cuando no poseen las fuentes nutricionales que requieren las cepas de
hongos y/o no son capaces de utilizarlos en su forma natural sin que
hayan sido sujetos a algun proceso de degradacion bioquimica o
microbiolégica. Sin embargo el raquis es un sustrato con alto valor de
fibra bruta (lignina, hemicelulosa y celulosa), y una potencial fuente de

materia prima para la produccion de etanol.

4.1.3. Determinacion de la concentracion de azicares reductores

La cantidad de glucosa liberada en la hidrdlisis enzimatica se
determind por medio del método cuali-cuatitativo de Lane y Eynon (1923),
que determina la concentracion de azucares reductores (glucosa), la
misma que ha sido liberada como resultado de la degradacién de la
celulosa contenida en la carboximetil celulosa. Se precisé realizar el
calculo de la concentracion de azucares reductores para la posterior
determinacion de la actividad enzimatica, aplicando las Ecuaciones 1, 2 y

3 que se detalla en el Capitulo 3, pagina 47.

Los valores experimentales de la concentracion de azucares
reductores (g de glucosa/50 ml de hidrolizado) formados durante la
hidrélisis de la carboximetil celulosa, por la accién de las enzimas
celulasas obtenidas de los distintos tratamientos se muestra en la Tabla 4.
De entre los tratamientos (con presencia de crecimiento micelial) que fue
factible la extraccion enzimatica de las celulasas, los valores promedios
de concentracién de azucares reductores tienen un minimo de 0,032 g de

glucosa/50 ml de hidrolizado pertenecientes al tratamiento agb; (hojas-
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Pleurotus. pulmonarius) y un valor maximo de 0,176 g de glucosa/50 ml
de hidrolizado correspondiente al tratamiento a4b, (pseudotallo-Lentinula

edodes).

4.1.4. Determinacion de actividad enzimatica

La determinacion de actividad enzimatica es una forma de medir la
cantidad de enzima producida (Teran, M., 1982). Con los valores
reportados en la Tabla 4, se procedi6 a calcular los valores de actividad
enzimatica que se observan en la Tabla 5. El tratamiento aib,
(pseudotallo-Lentinula edodes) al generar una maxima actividad
enzimatica con un valor de 8,14, se define como el mejor tratamiento. Se
identifica también que el tratamiento aib; (pseudotallo-P. pulmonarius)
presenta un valor de actividad de 6,47 Ul/g materia seca secundando la
maxima actividad enzimatica. La diferencia de valores de actividad
enzimatica radica en que el metabolismo de los micelios de Lentinula
edodes y P. pulmonarius es distinto y por ende la cantidad de enzima
producida va a variar a pesar de haberse producido en el mismo sustrato

(pseudotallo).

P. ostreatus también ha sido reconocido como productor de
enzimas lignoliticas (Guillén-Navarro et al., 1998), mas que de celulasas y
xilanasas. En el presente estudio la actividad de celulasas expresada por
P. ostreatus fueron aparentemente superiores a los reportados por
Marques et al., 2007 para P. ostreatus IE8, quien encontré una maxima
actividad de 1,16 Ul/g de materia seca de bagazo de cana de azucar en
19 dias de fermentaciéon. En Trametes sp., el valor que obtuvo es de 9,56
Ul/g de materia seca de bagazo de cafa de azucar, un poco mas alto que
el producido en el tratamiento a4b, por Lentinula edodes obtenido en este
trabajo, que fue de 8,14 Ul/g de materia seca, en 24 dias de fermentacion.
Las variaciones de los valores de actividad enzimatica se atribuyen a que

son distintas las especies de los hongos, al tiempo de fermentacion sélida
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y al tipo de sustrato que se manejo en el presente estudio con respecto al
reportado por Marques et al., 2007 que fue cafia de azucar. Sin embargo
se lo tomo como referencia debido a que el método con el que se
determind actividad enzimatica en este trabajo es el mismo al empleado

en este trabajo de investigacion.

Cabe mencionar que la maxima produccion de azucares reductores
obtenida de extracto enzimatico proveniente de la fermentacién soélida de
pseudotallo-Lentinula edodes, se debié a que esta cepa al poseer un
complejo sistema enzimatico de tipo lignoceluldsico, es capaz de generar
enzimas celulasas capaces de degradar celulosa presente en la

carboximetil celulosa que actué como sustrato puro o indicador

4.1.4.1. Analisis estadistico de las actividades de las enzimas

celulasas obtenidas

En la Tabla 9, se reporta el analisis de varianza de la actividad de
las enzimas celulasas en Ul (umoles de glucosa/minuto)/g de materia
seca, obtenidas de los distintos tratamientos. Se establece que existe
diferencia altamente significativa (a<0,05) para los residuos (sustratos) y
las interacciones AxB, mas no existe diferencia significativa (a< 0,05) en

las cepas y en replicas.

Al no existir diferencia significativa en el factor B, cepas, se
entiende que para obtener la misma cantidad de enzimas celulasas podria
trabajarse con Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius o Lentinula
edodes (Shiitake) ya que no incide en los resultados de actividades de las
enzimas celulasas, aunque se sugiere utilizar Shiitake por ser un hongo

mas manejable en cuanto a su fermentacion sélida.

La prueba de Tukey para el efecto principal, Factor A,

correspondiente a los residuos (hojas, pseudotallo y raquis) que

64



mostraron diferencia altamente significativa (a<0,05) se presentan en la
Tabla 13, donde el mayor valor de la media de actividad enzimatica se da

en pseudotallo de banano con un valor de 6,96 (Ul/g de materia seca).

Existe interaccion cuando las diferencias entre las respuestas
medias para dos niveles de un factor no son iguales para todos los niveles
del otro factor. La prueba de diferencia significativa de Tukey para el
efecto de las interacciones AxB (residuos-cepas) expuesta en la Tabla 14,
clasifica a las mismas en cuatro grupos, de los cuales se destaca el

Grupo A que corresponde al mejor, aib, (pseudotallo-Lentinula edodes).

En el Grafico 4, se muestra la representacion grafica del analisis
estadistico de la interaccion de los residuos de banano y cepas de los
hongos en funcion de las actividades enzimaticas, donde es perceptible
que el mayor efecto de la interaccion se da con el residuo pseudotallo y la
cepa Lentinula edodes como lo indica el analisis de interacciones en la
Tabla 15. Entre las cepas Pleurotus ostreatus y Pleurotus pulmonarius
existe un paralelismo, es decir que estas cepas tienen el mismo

comportamiento con los tres tipos de residuo.

4.1.5. Efecto de la temperatura, tiempo y pH de reaccién en la

actividad de las enzimas celulasas

Los efectos de factores como la temperatura, tiempo y pH pueden
actuar como inhibidores. La inhibicion de las enzimas es una materia
importante puesto que los estudios de inhibicion han suministrado
informaciones validas de la estructura y mecanismos enzimaticos vy
porque obviamente la inhibicion debe minimizarse para que la actividad
de una reaccion catalizada por una enzima se maxima (Wiseman, A.
19991).
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4.1.5.1. Efecto de la temperatura y tiempo

La Tabla 6, muestra el efecto de la temperatura y tiempo en la
actividad de las celulasas (Ul/g de materia seca), en donde se evidencia
que a la temperatura de 50°C, se produce mayor actividad enzimatica.
Vilchez, L. (2002) cita en su trabajo que Pardo & Forchiassin (1998,
1999), establecieron que la temperatura 6ptima para la actividad del
sistema celulolitico se halla en el rango de 50-55°C. Asi también se
observa en la Tabla 6 que ha temperaturas superiores e inferiores a la
optima, las enzimas celulasas producidas a partir de pseudotallo como
sustrato y la cepa Lentinula edodes hidrolizan en menor grado la
carboximetil ceulosa, lo que se refleja en los bajos valores de actividad

enzimatica.

En el Grafico 5, se visualiza que la actividad enzimatica de las
celulasas ocurre rapidamente durante la primera hora de reaccion y
alcanza la maxima actividad a las dos horas y media aproximadamente,
pasado este tiempo la formacion de glucosa no existe, es decir ya no se
da el rompimiento de las moléculas de la carboximetil celulosa (sustrato

indicador).

4.1.5.2. Efecto del pH

En la Tabla 7 y Grafico 6, se muestra que a un valor de pH 5,3 se
maximiza la actividad enzimatica de las celulasas en una hora de
reaccion, verificandose que la hidrdlisis de la celulosa por accion de las
celulasas segun Badui (1993), se ve influenciada por la concentracion de
iones hidrogeno del medio, debido a que se afecta el grado de ionizacién
de los aminoacidos del complejo enzima-sustrato. Desviaciones de pocas
décimas por encima o por debajo del pH o6ptimo pueden afectar
drasticamente su actividad. A un pH menor o mayor 5,3 la actividad de la

enzima disminuye, y por ende la formacién de glucosa es baja.
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La especificidad de la catélisis hace que las celulasas actuen a
condiciones bastante especificas y Optimas de pH y temperatura; para
celulasas se establecio 5,3 y 50°C son las condiciones 6ptimas de pH y
temperatura respectivamente. Carrillo (2002), afirma que la efectividad y
reproducibilidad del tratamiento dependera del control de estas dos
variables. Por este motivo es recomendable el uso de soluciones
tampdn, que modifican la fuerza i6nica del medio, produciendo diferentes

efectos sobre la hidrdlisis, segun el tipo y cantidad de electrolito utilizado.

Vilches, L. 2002, manifiesta que Szczodrak, et al. (1982),
determinaron la actividad celulolitica de 17 especies de hongos, entre las
que Aspergillus terreus F-413 mostrd la mas alta actividad en un rango de
pH entre 4,8-5,3; corroborando el resultado obtenido de pH 5,3 en se

maximizo la actividad de las enzimas celulasas obtenidas.

En general, las enzimas son activas en un rango limitado de pH.
Usualmente cada enzima tiene un pH 6ptimo porque, al igual que otras
proteinas, los enzimas poseen muchos grupos ionizables de forma que
los cambios de pH pueden alterar su conformacion, su capacidad de
unién con el sustrato y la actividad catalitica de los grupos que forman el

centro activo (Wiseman, A. 19991).

4.1.6. Pretratamiento alcalino de los residuos del cultivo de banano

Tras el pretratamiento alcalino se caracteriz6 de nuevo a los
residuos a llevarse a hidrolisis enzimatica, cuyos resultados reportados en
la Tabla 2, aparecen como incrementos en el porcentaje de lignina, y
hemicelulosa en los tres tipos de residuos en comparacioén con los valores
reportados en el Tabla 1 (residuos no tratados). Los porcentajes de
celulosa si muestran coherencia en cuanto a su incremento, demostrando
la efectividad del pretratamiento. Asi se tiene que la celulosa presenta un

valor de 41,07% en hojas, 59,68% en pseudotallo y 49,52% en raquis.
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Los porcentajes de lignina y hemicelulosa debieron haberse
reducido por accion del alcali. Durante el proceso de deslignificacion o
pretratamiento alcalino, se produjo un incremento en la lignina, y
hemicelulosa en el residuo tratado en comparacion con el no tratado,
hecho que puede deberse a la saponificacion de las grasas de estos
componentes con el alcali durante el pretratamiento, inclusive parte de los
carbohidratos pueden haberse hidrolizado en compuestos solubles que
fueron eliminados durante el lavado de los residuos, produciendo un

incremento de lignina y hemicelulosa en los residuos pretratados.

El grupo de Bioprocesos de la Universidad de Colombia (2004),
reporta un aumento del porcentaje de celulosa de material lignocelulésico
de la planta de banano en base seca de un 29,2 a 79,4 y una reduccién
del 94% de hemicelulosa y 2% de lignina, tras un pretratamiento en el que
utilizaron NaOH y Ca(OH),. Los resultados concuerdan en cuanto a la

tendencia con los reportados para celulosa en esta investigacion.

Sanchez, O. y Cardona, C. (2005) corroboran que el complejo
lignoceluldsico al estar compuesto principalmente de una matriz de
carbohidratos como la celulosa y lignina enlazada por cadenas de
hemicelulosa, necesitan un pretratamiento que logre desintegrar esa
matriz de tal manera que la celulosa reduzca su grado de cristalinidad y
aumente la celulosa amorfa, que es la mas adecuada para el posterior

ataque enzimatico.

4.1.7. Hidrdlisis de los compuestos celuldsicos

Los experimentos se programaron para que una vez obtenidas las
celulasas, inmediatamente se proceda con la hidrdlisis, es decir siempre

se utilizé enzima fresca.
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Cuando el material celulésico estuvo listo, es decir, concluido el
pretratamiento alcalino, con el pH ajustado a 5,3, se adicion6 el extracto
de las enzimas celulasas obtenidas al medio de reaccion en una
proporcion de 12 Ul/g de materia seca. Truss de Vrije, et al, (2009), utiliza
en sus investigaciones de hidrolisis de celulosa de residuos de paja de
Miscanthus pretratado para biocombustible 15 de IFPU por g de materia

Seca.

Una vez acondicionado material celulésico a 50°C (temperatura
optima de las celulasas), se midieron durante las 48 horas de reaccién los
soélidos solubles (°Brix), los mismos que se reportan en la Tabla 8, en
donde se presentan valores decrecientes de solidos solubles a medida
que transcurren el tiempo, de 6 a 2. En la Grafica 7, se representa los
sélidos solubles (°Brix) durante la hidrélisis enzimatica de los compuestos
celulésicos, en donde se aprecia que durante las primeras 24 horas de
hidrdlisis ocurre un descenso rapido de los solidos solubles, luego es
claramente perceptible la tendencia a estabilizarse. Con ello se demuestra
la efectividad de las celulasas obtenidas para la hidrélisis de azucares

potencialmente fermentables.

4.1.8. Fermentacion alcohdlica

En la Tabla 9, se muestran los datos de sdlidos solubles (°Brix)
durante los 9 dias de fermentacion, tiempo en el que se estabilizd la
fermentacion. Los °Brix consumidos son de aproximadamente 4 en todos

los casos.

En el Grafico 8, se observa que las curvas de disminucién de
azucares para los tres tipos de residuos durante la fermentacion
alcohdlica. Dichas curvas presentan un comportamiento similar, debido a
que su acondicionamiento fue idéntico (°Brix iniciales dosificacion de

levadura, y condiciones de fermentacion). Ademas de que se trataban de
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los mismos tipos de azucares. Las curvas se ajustan a una regresion
polinomial (tercer orden) caracteristico de las fermentaciones alcohdlicas,

con valores de:

y =-0,0009x> + 0,0245x% - 0,6179x + 6; R? = 0,9497 para pseudotallo.
y = -0,0044x3 + 0,0839x? - 0,8465x + 6; R? = 0,9223 para raquis.

y =-0,0062x> + 0,1034x? - 0,891x + 6; R? = 0,9322 para hojas.

4.1.8.1. Destilacion alcohélica

Con el propésito de concentrar el etanol se procedié a destilar el
producto de la fermentacién alcohdlica, obteniéndose los resultados
reportados en la Tabla 10. El mayor rendimiento de alcohol fue la relacién
de 26,71 ml de etanol puro por 100 g de raquis seco. El raquis posee la
mayor proporcion de fibra bruta, 53,90%, con respecto a los a hojas y
pseudotallo. El pseudotallo le sigue con 20,89 ml etanol por 100 g de
residuo seco y por ultimo con 19,04 ml. de etanol por100 g de hojas secas

de banano.

Al comparar la Tabla 9 y 10 se nota que alrededor de 2 °Brix son
consumidos en la fermentacion alcoholica para producir 1 Gl de etanol.
Ponce, A. (2009), obtuvo 1° alcohdlico por 1,7g de azucar o lo que es lo

mismo, 1° alcohdlico por 1,7 °Brix.

El bioetanol producido a partir de materias lignoceluldsicas,
también llamado bioetanol de segunda generacién, se presenta como
alternativa de futuro a los biocombustibles de primera generacién. La
biomasa lignoceluldsica no compite con el mercado alimentario, y, al estar
ampliamente distribuida, su coste es menor, lo que contribuye a disminuir

el precio final del biocombustible (Tomas, M? E. 2009).
70



4.1.8.2. Cantidad de etanol obtenible a partir de residuos del cultivo

de banano

En la Tabla 11, se presentan valores de los litros de etanol que se
produciria por toneladas de residuos frescos y secos, con el propésito de
tener una perspectiva del volumen de alcohol que se obtendria a partir del
tonelaje de residuos que se generen en una determinada bananera. La
diferencia de litros de etanol producido entre los residuos frescos y secos
esta directamente relacionada por la humedad que presenta cada tipo de
residuo. El raquis en ambos casos es del cual se obtiene mayor volumen
de etanol. Asi se tiene que el etanol obtenible es de 28,23 litros por
tonelada de residuo fresco y 267,10 litros por tonelada de residuo seco.

Aycachi, R. (2009) obtiene 160 litros de etanol/tonelada de madera.

4.1.9. Analisis econdmico de la obtencién de enzimas celulasas

Con el fin de conocer la factibilidad de implementar la tecnologia de
obtencion de enzimas celulasas por fermentacion sélida del micelio de
setas utilizando como sustrato los residuos del cultivo del banano, se
propuso realizar un analisis econdémico sobre la tecnologia de obtencién

de enzimas celulasas a escala de laboratorio.

El analisis econdmico se realizé en base al mejor tratamiento, la
utilizacion del sustrato pseudotallo con el hongo comestible Lentinula
edodes (Shiitake), se consideraron los resultados del balance de materia
de los diferentes pasos de obtencion. A continuacién se detalla el analisis
de costos para este tratamiento sobre una base de 25 kg del residuo de

banano pseudotallo (sustrato) mensualmente.

Detalles de los aspectos del analisis econdmico sobre la tecnologia

de obtencion de enzimas celulasas:
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41.10.1. Materiales directos e indirectos

. CANTIDAD VALOR UNITARIO COSTO
DESCRIPCION
(kg) (%) TOTAL
Pseudotallo 25,000 kg 0,15 3,75
deshidratado
Cepa 0,014 kg 250,00 3,50
Agar PDA 0,010 kg 160,00 1,60
Trigo 0,250 kg 0,65 0,16
Acido Citrico 0,034 kg 45,00 1,53
Citrato de Sodio 0,126 kg 60,00 7,56
Fundas plasticas 25 unid. 0,30 7,50
estériles
SUMAN 25,60
4.1.10.2. Personal
Sueldo Costodia Diasa
Dias Horas c/dia c/hora Costo
Mensual (5 hrs.) laborar
lab. lab. (%) (%) mensual
(%) ($) al mes
313,43 20 8 15,67 1,96 9,79 15,00 146,92
4.1.10.3. Suministros
Precio
L Total
Suministros Consumo unitario ($)
(%)
Energia eléctrica (Kw/h) 40 0,1353 5,41
Agua (I) 80 0,0003 0,02
Teléfono (min) 20 0,0200 0,40
Gas 1 2,0000 2,00
SUMAN 7,83
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4.1.10.4.

Equipos y utensilios

Equipos Costo Capaci- U:i-:ii:‘c"o Vida util I(D::::; Mensual
($) dad (afos) ($)
(horas) ($)
Autoclave 800,00 50 It 15 10 80,00 6,67
Incubadora 450,00 3,1 pies® 72 10 45,00 3,75
Balanza 250,00 0,5 10 25,00 2,08
analitica 5kg
Centrifuga 1200,00 5kg 25 10 120,00 10,00
pH metro 220,00  0,0-14 pH 1 10 22,00 1,83
Camara de 150,00 576 10 15,00 1,25
fermentacion 30 kg
Secador de 230,00 450 It 120 10 23,00 1,92
bandejas aire*min, 50
kg
Tanque 130,00 12 10 13,00 1,08
pasteurizador 50Kg
Refrigeradora 300,00 8 pies® 720 10 30,00 2,50
Guillotina 30,00 2cm2+2cm? 25 1 30,00 2,50
Material de 50,00 10 0,5 100,00 8,33
vidrio
Utensilios 60,00 - 15 5 12,00 1,00
SUMAN 42,92
4.1.10.5. Costo de produccion
Costo de producciéon mensual
Materiales directos 25,60
Utilizacion de equipos 42,92
Suministros 7,84
Personal 146,92
Sub Total($) 223,28

4.1.10.6.

Resumen del analisis econdmico realizado
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Extracto enzimatico producido en un mes (kg) 6,47

Costo de enzima comercial/kg ($) $ 15,68
Costo para la venta de la producciéon de un mes ($) $101,51
Costo Total de produccion ($) 223,28
Costo de produccion por kilogramo ($) 34,49
Utilidad de la produccion mensual (43,69%) ($) -97,56
Utilidad por kg de enzima producida ($) -15,07

Detalle del estudio econdmico realizado:

Ingresan: 25 kg de pseudotallo de banano

Se obtiene: 6,47 kg de extracto enzimatico y se venden a razén de

$34,49 el kg. Se opera 15 dias al mes y se trabajan 5 horas diarias.

En costo unitario de la produccion de la enzima celulasas usando el
método de cultivo solido es de $ 15,68 en el mercado europeo
(Velazquez, B. 2010). Comparado con el precio de produccion del estudio
realizado para obtencion de enzimas celulasas se estima su venta en $
34,49 por kilogramo, lo que no representa ganancia alguna sino que por el
contrario lo que implica pérdidas. Sin embargo, se considera que la
produccion es a nivel de laboratorio, se justifica dicha pérdida ya que este
es un estudio preliminar de una tecnologia de produccion de enzimas

celulasas.

En definitiva la tecnologia de produccién de enzimas celulasas al
hallarse en un proceso de desarrollo, crea expectativas, a corto y mediano
plazo, ademas una reduccion significativa de los costos de produccién,
debido a las grandes empresas productoras de enzimas utilizan hongos
que son manipulados genéticamente que producen mayor actividad

enzimatica y por ende menor costo de produccion.
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Lo importante de este trabajo es haber determinado que el
pseudotallo de banano puede es un buen sustrato para la producciéon de
enzimas. Adicionalmente e esto se estableci6 que los tres tipos de
residuos de banano son una potencial fuente de celulosa para la
produccion de bioalcohol. Asi también se espera el desarrollo de nuevas
aplicaciones para la valorizacion de subproductos generados del proceso
de obtencion de enzimas y compensar el estado de pérdida del presente

analisis econdmico.

4.2. VERIFICACION DE HIPOTESIS

Se ha rechazado la hipdtesis nula que sefiala que todos los
tratamientos dan igual actividad enzimatica de celulasas. La discusion
presentada en los items anteriores se explica la situacion del mencionado

parametro evaluado.

En consecuencia, se acepta la hipotesis alternativa, T = 0, es decir

que los tratamientos no dan igual actividad enzimatica de celulasas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

e Se obtuvo enzimas celulasas por fermentacién soélida de hongos
Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Lentinula edodes,
empleando como sustrato los residuos del cultivo de banano, hojas y

pseudotallo, no asi en raquis.

e Se realiz6 el analisis quimico de los residuos lignocelulésicos del
cultivo del banano, evidenciandose que la celulosa es la fraccion
mayoritaria de la parte lignoceluldsica o fibra, obteniéndose valores de
36,60%, 35,30% y 30,60% para hojas, pseudotallo y raquis

respectivamente.

e Se determind que el mejor tratamiento fue el conformado por el
sustrato pseudotallo con la cepa Lenitnula edodes (Shiitake) que
produjeron un extracto enzimatico con la maxima actividad 8,14 Ul/ g
de sustrato seco, seguido por el tratamiento pseudaotallo-Pleurotus
pulmonarius con 6,47 Ul/g de materia seca y por ultimo pseudotallo-

Pleurotus ostreatus con 6,28 Ul/g de materia seca.

e Se determind que a la temperatura de 50°C y a un pH de 5,3 son las
condiciones 6ptimas para que las enzimas celulasas ejerzan su accién
en la hidrélisis de sustratos celuldsicos, condiciones a las que las
celulasas alcanzan su maximo valor de actividad.

e Al aplicar las enzimas celulasas obtenidas se consiguié transformar

residuos celuldsicos provenientes del cultivo de banano a azucares
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solubles y bajo la accién de la levadura Saccharomyces cerevisiae se
logré fermentar hasta obtenerse etanol, en una relacion de 24,66 ml de
etanol puro por 100g de de raquis seco, siendo este el mejor

rendimiento de alcohol producido.

e Al realizar el andlisis econoémico de la “tecnologia de obtencion de
enzimas celulasas”, se concluye el precio de produccion de $ 34,49 por
kilogramo, que es relativamente alto al compararlo con el precio del
mercado que es $ 15,68 el kilogramo. Cabe recalcar que al ser este un
estudio a escala de laboratorio se necesita buscar ajustes para la

aplicacion de esta tecnologia a nivel industrial.

5.2. RECOMENDACIONES

e Tomando en cuenta que el analisis quimico nos da una visién de la
composicién de la fibra lignoceluldsica contenida en los residuos de
banano, se recomienda investigar el uso de le hemicelulosa en la
produccion de bioalcohol.

e Con el fin de aprovechar al maximo los residuos del banano, se sugiere
evaluar la utilizacion del remanente de la fermentacion soélida,, para de

este modo aprovecharlos de forma integral.

e Considerando que sin un pretratamiento efectivo, los rendimientos en
azucares son bajos y la celulosa no sera accesible a las enzimas
celulasas se recomienda comparar otras técnicas de pretratamiento de
la biomasa, aunque la aplicacion de acidos diluidos o alcalis diluidos
son tecnologias conocidas para el pretratamiento de biomasa
lignoceluldsica, recientemente se han descrito otras tecnologias
teéricamente mas eficientes. Entre estas tecnologias estan los pre
tratamientos de «explosion por vapor» y «explosién de fibras por
amoniaco» (AFEX, por sus siglas en inglés), entre otras.

7



e Examinar la estabilidad de las celulasas obtenidas, con el propdsito de
estudiar la actividad enzimatica en relacion al tiempo de

almacenamiento del medio que contiene la enzima.

e Se recomienda investigar la obtencién de enzimas celulasas a
partir del hongo Trichoderma reesei utilizando como sustrato el
pseudotallo de banano Musa cavendish, con los parametros
establecidos en este estudio con miras a su produccion a mayor escala
y a ofertar al mercado un producto que abarate sus costos de

adquisicion.
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CAPITULO VI

PROPUESTA

6.1. DATOS INFORMATIVOS

Titulo: “Obtencion de enzimas celulasas a partir del hongo Trichoderma
reesei utilizando como sustrato el pseudotallo de banano (Musa

cavendish)”

Institucion Ejecutora: Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos,
Laboratorio Unidad Operativa de Investigaciones en Tecnologia de
Alimentos UOITA.

Beneficiarios: Bananeros de la costa ecuatoriana

Ubicacion: Ambato-Ecuador
Tiempo estimado para la ejecucién: 1 ano

Inicio: Septiembre 2010 Final: Septiembre 2011

Equipo técnico responsable: Egda. Daysi Paredes Medina, Ing. Mario

Alvarez, Ing. Gladys Navas.

Costo: $ 3200,00
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6.2. ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

En la obtencion de enzimas celulasas es trascendental la eleccion
de la cepa, la misma que debe presentar una alta actividad enzimatica y
actuar bajo condiciones especificas de pH y temperatura controlables. Las
enzimas celulasas deben degradar la celulosa presente en la carboximetil

celulosa (sustrato puro).

Se obtiene enzimas celulasas mediante la fermentacion solida de
los hongos Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Lentinula edodes
durante 24 dias, utilizando como sustratos los residuos del cultivo del
banano: hojas, pseudotallo y raquis, determinando que el mejor
tratamiento es el extracto enzimatico que se obtiene de la interaccién
cepa-sustrato con la maxima actividad enzimatica, hidrolizando en mayor
proporcion los azucares contenidos en el sustrato puro o indicador

carboximetilcelulosa.

OVANDO, S. y WALISZEWSKI, K. 2005, en su publicacion
“Preparativos de celulasas comerciales y aplicaciones en proceso
extractivos”, se manifiesta que Trichoderma reesei que se caracteriza por
la efectividad que tiene en la degradacién de la celulosa nativa y cristalina
con el complejo celulolitico que produce y secreta. Ademas tienen la
ventaja de que estas son resistentes a inhibidores quimicos y estables en

reactores agitados bajo condiciones de pH 4,8 a 50°C durante 48 h.

SANCHEZ, O. y CARDONA, C. (2005), en su articulo “Produccion
biotecnoldgica de alcohol carburante I: Obtencion a partir de diferentes
materias primas”, se indica que la mayoria de celulasas comerciales son

producidas a partir de Trichoderma reesei.

Se realiza la determinacidon de la actividad de las enzimas

celulasas a diferentes tiempos y pH de reaccién, constatandose que estas
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producen su maxima actividad en condiciones altamente especificas,
condiciones que sin lugar a duda proporcionan un direccionamiento para
la aplicacion de las mismas a los residuos pretratados con alcali, para la

produccion de azucares fermentables.

6.3. JUSTIFICACION

El impulso reciente de la bioconversion de residuos agricolas e
industriales ha dado lugar a amplios estudios sobre las enzimas
celuldliticas producidas por hongos y bacterias. La celulosa es un valioso
recurso de fibra, combustibles y piensos. Las investigaciones sobre la
capacidad de microbios para degradar celulosa nativa y modificada han
puesto de manifiesto a unos pocos hongos con la capacidad de degradar
celulosa nativa. La mayoria de microbios sin embargo pueden degradar la
celulosa modificada (M.M.V. Baig, et al., 2004).

Actualmente en el mundo existen sélo dos proveedores del
complejo de enzimas celulasas para degradar residuos lignocelulésicos:
Novozymes (Dinamarca) y Genencor (EE.UU.) (Velazquez, B., 2010). Por
ello la propuesta de obtencidn de enzimas celulasas, para conseguir
enzimas celulasas que permitan aprovechar el pseudotallo de banano,
que conjuntamente con la cepa de Thrichoderma ressei, produzcan

extracto enzimatico con alta actividad.

Entre los componente residuales de la planta de banano se
produce el pseudotallo, el mismo que presenta al natural el 91% de
humedad En términos de composicidn quimica posee un 35% de
celulosa. Por esta razoén, el pseudotallo puede ser considerado una fuente
alternativa de carbono para la produccion de enzimas. El pseudotallo de
banano, soporta los frutos de banano que se desechan después de la
recoleccion de frutas contribuyendo a los graves problemas del medio

ambiente Debido a su heterogeneidad y la complejidad quimica, la
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biodegradacion de la lignocelulosa del pseudotallo del banano requiere la
accioén coordinada del complejo de enzimas celulasas, para efectuar la
hidrdlisis extensiva a sus componentes monoméricos (Werner Bessa
Vieira, et al., 2007).

Lentinula edodes produjo la maxima actividad enzimatica con el
pseudotallo como sustrato. Sin embargo de acuerdo a informacion
bibliografica existe en hongo Trichoderma reesei que se caracteriza por la
efectividad que tiene en la degradacion de la celulosa nativa y cristalina
con el complejo celulolitico que produce y secreta. Ademas tienen la
ventaja de que estas son resistentes a inhibidores quimicos y estables en
reactores agitados bajo condiciones de pH 4,8 a 50°C durante 48 h
(Ovando, S. y Waliszewski, K. 2005), condiciones similares con las que se
trabajo utilizando el pseudotallo de banano, de ahi surge la presente
propuesta, ya que requiere la produccion de una mayor actividad
enzimatica por parte de las enzimas celulasas para conseguir altos
valores de actividad y por ende de hidrdlisis de celulosa tan abundante en

el pseudotallo de banano.

Entonces, establecer una tecnologia de obtencion de enzimas
celulasas constituye una herramienta importante para el aprovechamiento
de los residuos provenientes de los cultivos de banano. Se obtendra un
complejo enzimatico que hidrolice efectivamente los residuos de banano

pretratados para la obtencién de azucares fermentables.

6.4. OBJETIVOS

6.4.1. Objetivo General

o Obtener enzimas celulasas por fermentacion sélida del hongo

Thrichoderma ressei, utilizando como sustrato el pseudotallo de banano.
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6.4.2. Objetivos Especificos

o Implementar la tecnologia de obtencion de enzimas celulasas a
partir de la fermentacion sélida del hongo Thrichoderma ressei,

utilizando como sustrato el pseudotallo de banano.

o Determinar el tiempo de vida util de las enzimas celulasas para

degradar el pseudotallo de banano.

o Realizar estudios de estabilidad enzimatica del complejo celulolitico

con respecto a inhibidores.

6.5. ANALISIS DE FACTIBILIDAD

La viabilidad de la “Obtencion de enzimas celulasas a partir
del hongo Trichoderma reesei utilizando como sustrato el
pseudotallo de banano (Musa cavendish)” sera evidente a medida que

los objetivos planteados se hayan desarrollado correctamente.

El proyecto de investigacion es de tipo tecnoldgico, ya que con este
se puede implementar una metodologia de obtencion de enzimas
celulasas, con la cuales se logre aprovechar de una forma total el
pseudotallo de banano, que con la interaccién del hongo Thrichoderma
ressei, se consiga un extracto enzimatico capaz de hidrolizar la celulosa

presente en el mencionado residuo.

El analisis de factibilidad, es de caracter socioeconémico, ya que
este tema de investigacién puede ser implementado para pequefios y
grandes productores de banano, los cuales sabran aprovechar los
residuos que generan de su actividad agricola y asi obtener réditos de lo
hasta ahora se considera un tema dificil de manejar por los problemas

medio ambientales que ocasionan.
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6.6. FUNDAMENTACION

La propuesta de obtencion de enzimas celulasas atiende a las

siguientes consideraciones:

e La seleccion del sustrato se realizara en base a antecedentes de la
determinacion de actividad enzimatica de las celulasas que se
obtuvo, en la UOITA.

e Para la determinacion de actividad enzimatica se considera un
sustrato y cepa, seleccionada que presenten los maximos valores
de actividad que hidrolicen efectivamente la celulosa de los

residuos celuldsicos.

6.7. METODOLOGIA. MODELO OPERATIVO

Para la “Obtencién de enzimas celulasas a partir del hongo
Trichoderma reesei utilizando como sustrato el pseudotallo de
banano (Musa cavendish)” seguimos el procedimiento mencionado en el
presente estudio, con la variaciéon de la cepa en la fermentacion sélida

sera del hongo Thrichoderma ressei.
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6.7.1. Modelo Operativo (Plan de accion)

Tiempo Presupuesto
Fases Metas Actividades Responsables Recursos
(mes) (USDS$)
Obtener enzimas celulasas a
partir del hongo Trichoderma
1. Formulacién de la o . o ) . Humanos
reesei utilizando como sustrato el | Revision bibliografica Investigador o 1 100,00
propuesta Econdmicos
pseudotallo de banano (Musa
cavendish)
) o ) o a) Convenios de Humanos
2. Financiamiento de Destinar recursos econémicos . ) o
Cooperacion Investigador Técnicos 2 200,00
la propuesta para desarrollo de la propuesta ) o
b) Destinar recursos Economicos
3. Desarrollo Pruebas preliminares de Humanos
o Elaborar lo que se propone en o ) o
preliminar de la fermentacion solida y Investigador Técnicos 2 600,00
propuesta en un 100% ) o
propuesta pretratamiento Econdmicos
B ] » Humanos
4. Implementacion de ) Tecnologia de obtencion ] )
Ejecutar la propuesta en un 100% ) Investigador Técnicos 4 1500,00
la propuesta de enzimas o
Econdmicos
B ) L ) Humanos
5. Evaluacion de la Comprobar errores y aciertos en Aplicacion de las enzimas ] )
) ) o Investigador Técnicos 3 800,00
propuesta el proceso de la implementacién en distintos sustratos o
Econdémicoos
TOTAL 3200,00
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6.7.2. Materiales Directos

o Cepa de hongo Thrichoderma ressei

. Pseudotallo de banano

6.7.3. Materiales Indirectos

o Soluciéon amortiguadora de citrato (50mM; pH 5,3)
o Carboximetil celulosa (CMC) sal de sodio al 0,5%
o Hidréxido de Sodio

6.7.4. Equipos

J Camara de flujo laminar
o Estufa

o Autoclave

o Incubadora

o Camara de fermentacion
o Potenciémetro

o Desecador

o Bafio Maria

o Refrigeradora

o Hidrometro

o Termometro digital

. Cocina doméstica
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6.7.5. Descripcion del proceso de obtencion de enzimas celulasas

A continuacion se describe el proceso de de obtencion de enzimas
celulasas a partir del hongo Trichoderma reesei utilizando como

sustrato el pseudotallo de banano (Musa cavendish).

Recepcion: Se recepta pseudotallo de banano cortado en tucos
pequefios y se toma de muestras al azar para realizar el correspondiente

analisis quimico de fibra.

Seleccion y lavado: Se retiran las partes del pseudotallo que
presenten muestras de magulladuras y lavan para eliminar tierra y otras

impurezas.

Cortado: Se desenvuelve las partes que conforman el pseudotallo y

se corta en delgadas tiras.

Deshidratado: Las tiras obtenidas se colocan en un desecador con

flujo de aire a 60°C, hasta que alcancen una humedad alrededor del 12%.

Troceado: Una vez deshidratado el pseudotallo se proceda a cortar

las tiras a un tamano aproximado de 0,5y 1 cm.

Preparacion del medio de fermentaciéon

Preparacion del sustrato: Para el proceso de fermentacion sélida
se colocan 12 g de residuos de banano en matraces de 500 ml y se

ajusta la humedad al 80%.

Esterilizacion del sustrato: A los matraces con los residuos se
esterilizan en autoclave a 121°C durante 30 minutos. Se deja enfriar
hasta 22°C.
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Inoculacién (mezcla sustrato-micelio): En forma aséptica se
mezcla homogéneamente con la cepa del hongo previamente
desarrollada en semillas de trigo en una proporcion del 2% con

respecto al peso humedo del sustrato.

Incubacién-Fermentacién sélida (proceso de colonizacién): Se
incuban los matraces contenidos de cepa y pseudotallo por 24 dias a
una temperatura de 22-24°C y una humedad relativa de 60-70% hasta

que el micelio cubra totalmente el pseudotallo.

Extraccion de enzimas: Al tiempo definido de fermentacion, se
adicioné a cada matraz 30ml de solucion amortiguadora de citrato
50mM, pH 5,3 y se agitaron durante 15minutos; para seguidamente
prensarle. El volumen obtenido se distribuyé en tubos para
centrifugarlos por 30 minutos a 6000 rpm y se separa el sobrenadante

al cual es ya el extracto enzimatico.

En el Grafico 11, se presenta el diagrama del balance de materia
de la obtencion de enzimas celulasas a partir del hongo Trichoderma
reesei utilizando como sustrato el pseudotallo de banano (Musa
cavendish) a partir de 100 kg de pseudotallo, como una referencia
de la capacidad de produccion de extracto enzimatico a mayor

escala.

6.8. ADMINISTRACION

En la ejecucién de la propuesta antes mencionado se debera tener
en cuenta la administracion de los recursos utilizados y estara coordinada
por los responsables la propuesta: Egda. Daysi Paredes, Ing. Mario

Alvarez e Ing. Gladys Navas.
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6.8.1. Administracion de la propuesta

Indicadores a

mejorar

Situacion actual

Resultados esperados

Actividades

Responsable

Inexistencia de
enzimas celulasas

en el mercado local

Desaprovechamiento de residuos
lignoceluldsicos provenientes del

cultivo de banano

Obtencion de enzimas
celulasas, mediante el
aprovechamiento del
pseudotallo de banano como
sustrato del hongo

Thrichoderma ressei

Determinar la actividad
de las enzimas
celulasas obtenidas

mejor

Determinar la
condiciones 6ptimas de

accion de las enzimas

Aplicar el extracto
enzimatico obtenido a

distintos sustrato

Investigador:

Daysi Paredes Medina
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6.9. PREVISION DE LA EVALUACION

Preguntas basicas

Explicaciéon

¢ Quiénes solicitan

evaluar?

Comunidad cientifica

Pequefios y grandes productores de banano

¢ Por qué evaluar?

Evaluar tecnologia

Corregir errores

¢ Para qué evaluar?

Determinar la tecnologia de obtencién de
enzimas celulasas y sus condiciones de

accion sobre los sustratos lignocelulosicos

¢ Qué evaluar?

La materia prima utilizada
La tecnologia desarrollada
Analisis realizados

Enzimas obtenidas

¢ Quién evalua?

Director del proyecto
Tutor

Calificadores

¢ Cuando evalua?

Todo el tiempo, desde pruebas preliminares

hasta producto obtenido y sus aplicaciones

¢, Coémo evaluar?

Mediante instrumentos de evaluaciéon

¢ Con qué evaluar?

Experimentacion
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RESPUESTAS EXPERIMENTALES
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Tabla 1. Valores experimentales del contenido de lignina, celulosa y
hemicelulosa de los residuos del cultivo de banano en base seca

Residuo de Lignina Celulosa Hemicelulosa
banano (%) (%) (%)
Hojas 8,50 36,60 27,39
Pseudotallo 5,20 35,30 24,90
Raquis 9,85 30,60 15,70

Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacién sélida de hongos,
para ser utilizadas en el proceso de obtencidn de bioalcohol de residuos del cultivo del
banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina

Tabla 2. Valores experimentales del contenido de lignina, celulosa y
hemicelulosa de los residuos del cultivo de banano en base seca
luego del tratamiento alcalino

Residuo de Lignina Celulosa Hemicelulosa
banano (%) (%) (%)
Hojas 9,49 41,07 26,01
Pseudotallo 8,16 59,68 25,43
Raquis 10,23 49,52 29,52

Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacion sdélida de hongos,
para ser utilizadas en el proceso de obtencion de bioalcohol de residuos del cultivo del
banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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Tabla 3. Verificacion de

la presencia de crecimiento micelial

mediante inspeccidén visual, en los distintos tratamientos, luego de
24 dias de fermentacién sélida

Tratamientos

Presencia de

crecimiento
Codificacion Sustrato-Cepa L
micelial
T1 aogbo Hojas-Pleurotus ostreatus Si
T2 agb1 Hojas-Pleurotus pulmonarius Sl
T3 agby Hojas-Lentinula edodes NO
T4 a1bg Pseudotallo-Pleurotus ostreatus Sl
T5 aibs | Pseudotallo-Pleurotus pulmonarius Sl
T6 aibo, | Pseudotallo-Lentinula edodes Sl
T7 axbg | Raquis-Pleurotus ostreatus NO
T8 axbt1 | Raquis-Pleurotus pulmonarius NO
T9 ab, | Raquis-Lentinula edodes NO

Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacion sélida de hongos,
para ser utilizadas en el proceso de obtencion de bioalcohol de residuos del cultivo del

banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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Tabla 4. Valores experimentales de la concentraciéon de azucares reductores (g de glucosa/50 ml de *mezcla reactiva)
formados durante la hidrélisis de la carboximetilcelulosa (CMC) por la accion de las enzimas celulasas obtenidas de

los distintos tratamientos

Concentracion de azucares reductores
Tratamientos Sustrato-Cepa (g de glucosal/50 ml de *hidrolizado)
R R, R; Promedio

T1 aobo Hojas-Pleurotus ostreatus 0,023 | 0,040 | 0,045 0,036
T2 agb1 Hojas-Pleurotus. pulmonarius 0,050 0,028 0,019 0,032
T3 agby Hojas-Lentinula edodes - - - -
T4 a+bg Pseudotallo-Pleurotus ostreatus 0,175 0,167 0,143 0,162
T5 a+bq Pseudotallo-Pleurotus pulmonarius 0,161 0,149 0,155 0,155
T6 aib, Pseudotallo-Lentinula edodes 0,170 0,183 0,237 0,176
T7 aosbg Raquis-Pleurotus ostreatus - - - -
T8 azbq Raquis-Pleurotus pulmonarius - - - -
T9 azb, Raquis-Lentinula edodes - - - -

*45ml de CMC+5 ml de extracto enzimas celulasas obtenidas, hidrolizadas en baino termostatico a 50°C.

Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacién sélida de hongos, para ser utilizadas en el proceso de obtencién de bioalcohol de

residuos del cultivo del banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina




Tabla 5. Promedios de los valores de actividad de las enzimas celulasas (Ul/g de materia seca), calculadas.

Vol. promedio
Tratamientos Extracto R4 R, R Promedio
enzimatico
obtenido
(ml)
T1 agbo Hojas-Pleurotus ostreatus 36+2,31 1,27 2,15 2,47 1,96
T2 agb1 Hojas-Pleurotus. pulmonarius 35,7+0,58 2,62 1,59 1,12 1,78
T3 agb> Hojas-Lentinula edodes - - - - -
T4 aqbg Pseudotallo-Pleurotus ostreatus 25,3+2,31 6,48 6,19 6,18 6,28
T5 a¢b1 Pseudotallo-Pleurotus pulmonarius 27,0+0,00 6,72 6,22 6,47 6,47
T6 a¢b, Pseudotallo-Lentinula edodes 29,0+£3,77 7,45 8,9 8,06 8,14
T7 asbg Raquis-Pleurotus ostreatus - - - - -
T8 axb4 Raquis-Pleurotus pulmonarius - - - - -
T9 azb, Raquis-Lentinula edodes - - - - -

Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacién sélida de hongos, para ser utilizadas en el proceso de obtencién de bioalcohol de
residuos del cultivo del banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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Tabla 6. Actividad de las enzimas celulasas (Ul/g de materia seca) obtenidas a distintas temperaturas y tiempos

Tiempo de
hidrélisis e soc 60%¢
(horas) R4 Rz Promedio R R2 Promedio R4 R2 Promedio

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 8,46 7,89 8,18 12,42 12,21 12,31 4,32 5,68 5,00
2 8,69 9,66 9,17 13,72 12,96 13,34 4,32 5,37 4,85
3 10,59 9,95 10,27 14,37 14,96 14,66 3,86 5,52 4,69
4 9,22 9,02 9,12 13,40 14,37 13,88 4,32 5,64 4,98
5 8,88 10,26 9,67 15,12 14,58 14,85 4,32 4,68 4,50
6 9,12 9,07 9,10 14,48 14,48 14,48 3,94 5,51 4,72

Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacién sélida de hongos, para ser utilizadas en el proceso de obtencién de bioalcohol de
residuos del cultivo del banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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Tabla 7. Actividad de celulasas (Ul/lg de materia seca) obtenidas a
distintos pHs de reaccion

pH R4 Rz Promedio
4 11,09 11,23 11,16
4,5 9,80 9,74 9,77
5 9,01 9,63 9,32
5,3 24,42 24,78 24,60
5,5 11,39 11,23 11,31
6 9,01 9,97 9,49
7 9,36 9,47 9,41

Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacién sélida de hongos,
para ser utilizadas en el proceso de obtencién de bioalcohol de residuos del cultivo del

banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina

Tabla 8. Variacién de los sélidos solubles (°Brix) durante las 48
horas de hidrélisis enzimatica del material celulésico pretratado

. Sélidos solubles
Tipo _
de (°Brix)
0 12 24 36 48
residuo
(horas) (horas) (horas) (horas) (horas)
Hojas 6,0 5,0 3,0 2,6 2,0
Pseudotallo 6,0 5,4 3,0 2,8 2,2
Raquis 6,0 5,2 3,0 2,8 2,2

Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacién sélida de hongos,
para ser utilizadas en el proceso de obtencion de bioalcohol de residuos del cultivo del

banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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Tabla 9. Variacion de los sélidos solubles (°Brix) registrados durante
los nueve dias de fermentacion alcohdlica.

Sélidos solubles

Tiempo de fermentaciéon (°Brix)
(dias) Hojas Pseudotallo Raquis
0 6,0 6,0 6,0
2 4,2 4,5 4,2
5 4,0 4,0 4,0
7 2,2 2,2 2,2
8 2,2 2,0 2,2
9 2,0 2,0 2,2

Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacién sélida de hongos,
para ser utilizadas en el proceso de obtencién de bioalcohol de residuos del cultivo del

banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina

Tabla 10. Cantidad de etanol obtenido a partir de 100 g de residuos

de banano
Vol. del liquido
obtenido
Relacién
Residuos después de la Grado
volumen de
. secos hidrélisis con | alcohélico del
Tipo etanol puro por
sometidos al enzimas liquido
de 100 g de
. pretratamiento | celulasas y la fermentado
residuo i residuo seco
concentracion
a 6 °Brix
ml etanol/100 g
g ml °GL

residuo

Hojas 100 850 2,24 19,04

Pseudotallo 100 933 2,24 20,89

Raquis 100 822 3,25 26,71

Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacién sélida de hongos,
para ser utilizadas en el proceso de obtencién de bioalcohol de residuos del cultivo del

banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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Tabla 11. Cantidad de etanol obtenible a partir de residuos del cultivo

de banano
Solidos ml etanol L de L de
Residuo Humedad secos producido | etanol/t | etanol/t de
(%) (%) por100 g residuo residuo
residuo fresco seco
Hojas 79,46 20,54 19,04 39,10 190,40
Pseudotallo 91,20 8,80 20,89 18,38 208,90
Raquis 89,43 10,57 26,71 28,23 267,10

Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacion sélida de hongos,
para ser utilizadas en el proceso de obtencion de bioalcohol de residuos del cultivo del

banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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ANEXO B

ANALISIS ESTADISTICO
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Tabla 12. Analisis de varianza para la actividad de las enzimas

celulasas
Suma de Grados Cuadrados F p-
Fuente de variacién
cuadrados de Medios calculado wvalue
EFECTOS ”
PRINCIPALES
A : Residuos 248,167 2 124,084 628,26  0,0000
B : Cepas 0,00806667 2 0,00403333 0,02 0,9798
C: Replicas 0,0326 2 0,0163 0,08 0,9212
Interaccién
AB 13,2855 4 3,32137 16,82 0,0000
ERROR 3,16007 16 0,197504
TOTAL 264,654 26

Tabla 13. Analisis

de Tukey para el factor A (residuos): Valores

experimentales de actividad de las enzimas de celulasas (Ul/lg de

materia seca)

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Sustrato Promedios Grupos Homogéneos
Raquis de banano 0,0 c

Hojas de banano 1,24667 b
Pseudotallo de banano 6,96333 a
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Tabla 14. Prueba de Tukey: Efecto de la Interaccion AxB: Valores experimentales de actividad de

celulasas (Ul/g de materia seca)

Cuadrados Medios del Error = 0,19750

Grados de Libertad del Error = 16

N° de observaciones para el calculo de la Media = 3

Prueba de Diferencia Significativa de Tukey

S_

=0,2566 a=0,050

las enzimas

ORDEN ORIGINAL

Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento

Tratamiento

aobo
aobl
aob2
aibg
ab;
ab,
a»by
azbl

a2b2

1,960
1,780
0,000
6,280
6,470
8,140
0,000
0,000
0,000

Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento

Tratamiento

ORDEN ARREGLADO

a1b2
aib;
a1b0
aoby
aob;
aob,
asby
a2b1

a2b2

8,140
6,470
6,280
1,960
1,780
0,000
0,000
0,000
0,000

g U U o
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Grafico 4. Representacion grafica del analisis estadistico de la interaccion de los residuos del cultivo de banano y
cepas de hongos en funcion de la actividad enzimatica.
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ANEXO C

GRAFICAS DE LAS RESPUESTAS EXPERIMENTALES
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Grafico 5. Efecto de la temperatura y tiempo en la actividad de las celulasas (Ul/g de materia seca)

12,00
16,00
[ ] | ___-‘/
w = 1400 I -
W e =0 = _ o = 7
= @ 12 .00 = ¥ v.EEEEKH;_E-.:;ig:; + 13, 743x
=2 w =08
T~
- ¥}
= E 8,00 — ¢
E o ] r=10, Ex® - 2 6741x% + 5 425
R== 00505
£ so
a—
£5 4,00 A —A
—_ 0.1622x% - 18887« + 5.4815x
E,DD H" = UI.EEF'.2-1
0,00
il 1 2 3 4 = =
Tiempo de hidrdlisis (horas)
Il 50°C & BI°=C @ 3I7C
Palinamica [50°C) Palinamica [80°=C) Paolinamica [37°C)

Fuente: Proyecto “Obtencién de enzimas celulasas por fermentacion sélida de hongos, para ser utilizadas en el proceso de obtencién de bioalcohol
de residuos del cultivo del banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina”
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Grafico 6. Efecto del pH en la accién de las enzimas celulasas obtenidas
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Fuente: Proyecto “Obtencién de enzimas celulasas por fermentacion sélida de hongos, para ser utilizadas en el proceso de obtencién de bioalcohol
de residuos del cultivo del banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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Grafico 7. Sélidos solubles (°Brix) durante la hidrélisis enzimatica de los compuestos celulésicos
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Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacién sélida de hongos, para ser utilizadas en el proceso de obtencién de bioalcohol
de residuos del cultivo del banano””

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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Grafico 8. Sélidos solubles (°Brix) durante los nueve dias de fermentacioén alcohélica
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Fuente: Proyecto “Obtencion de enzimas celulasas por fermentacién sélida de hongos, para ser utilizadas en el proceso de obtencién de bioalcohol de
residuos del cultivo del banano”

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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ANEXO D

DIAGRAMAS
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Grafico 9. Balance de materia de la obtencion de enzimas celulasas

RESIDUOS
ORGANICOS

25,000 kg

SELECCION Y
LIMPIEZA

l 25,000 kg

( DESHIDRATADO }»22,500 kg

l 2,500 kg

~N

( CORTADO
2,500 kg
A 4
Agua 80% AJUSTE DE )
2kg HUMEDAD )
4,500 kg
A 4 .
{ ESTERILIZACION
4,500 kg
A 4 .
2% Peso Humedo z
0.09 kg —»{ INOCULACION |
4,590 kg
A 4
B Procesos bioquimicos y de
{ FERMENTACION }> evaporacion (10%)
0,459 kg
4,131 kg

Sol amortiguadora 50mM \ 4

(30ml*c/12 g materia seca ACON D|C|ONADOJ
Agua 11,314 kg

Citrato de Sodio 0,126 kg

Ac. Citrico 0,034 kg 15,605 kg
A 4

Residuo
{ PRENSADO }»8‘917 ”

6,68 kg 6 6,46 It

A 4

Solidos
{ CENTRIFUGADO }»0,213 kg

6,474 kg
\ 4
{ EXTRACTO J

ENZIMATICO

6,474 kg

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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Grafico 10: Diagrama de flujo para la obtenciéon bioetanol utilizando

los residuos del cultivo del banano (Musa cavendish)
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v .
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) v
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v
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v
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piedras

pH 5,3 Sol. amortiguadora de
Citrato de Sodio y Ac. Citrico
50mM

REGULACION de pH

12 Ul de enzimas
celulasas por gramode
residuo seco (hojas,
pseudotallo y raquis)

ADICIONADO

50°C
v
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v
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—» Solidos

)

)
INCUBADO | 48 Horas

)

)
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3g/l de Levadura ALCOTOLICA
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0,48g/l de Urea ADICIONADO ]
0,249/l de Fosfato acido de potasio
0,5% de Extracto de levadura
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30°C
v
[ CONTROL J *Brix
v
[ DESTILACION ]»Residuos
Grado
[ ETANOL ] alcohdlico

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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Grafico 11. Balance de materia de la obtencion de enzimas celulasas
a partir del hongo Trichoderma reesei utilizando como sustrato

el pseudotallo de banano (Musa cavendish)

ORGANICOS
100,00 kg
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100,00 kg
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( FERMENTACION }» evaporacion (10%)
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Sol amortiguadora 50mM

(30ml*c/12 g materia seca
o 11313 e L»(ACONDlClONADo)

Citrato de Sodio 0,126 kg
Ac. Citrico 0,034 kg 27,99 kg

Residuo
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11,99 kg 6 11,59 It
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11,61 kg

Elaborado por: Daysi Paredes Medina
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ANEXO E

FOTOGRAFIAS
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ANEXO E1. Preparacion del inéculo o semilla

Trigo hidratado J

Agar esterilizado J Agar en cajas petri J Inoculacion J

|
. .

Lentinula edodes (Shiitake) Pleurotus ostreatus Pleurotus pulmonarius J

Inoculacién en los granos J Incubacion J Semilla de hogos
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ANEXO E2. Obtencion de enzimas celulasas por fermentacion soélida
de hongos (Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Lentinula
edodes), utilizando como sustratos los residuos del cultivo del

banano (Musa cavendish)

Residuos de banano

Pseudotallo de banano J Hojas de banano J Raquis de banano J

Proceso de obtencion

Troceado Acondicionado

Esterilizacion J Inoculacion J

Crecimiento micelial J Acondicionado J Prensado J

Centrifugado J
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Extracto enzimatico
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ANEXO E3. Hidrdlisis de la celulosa presente en los residuos de
banano pretratados

Extracto enzimatico
Residuo pretratado

Incubacion J Prensado-filtrado (azucares fermentables) J

125



ANEXO EA4. Pretratamiento alcalino

Preparacion de los residuos

Cortado J Molido J

Pretratamiento alcalino

Acondicionado J Residuo pre-tratado J
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ANEXO E5. Determinacion de azucares reductores

Preparacion de soluciones J

Adicion enzima al sustrato (bano
termostatico)

Inactivacion de la enzima J

:
¥

|

Titulacion (cambio de coloracion) J
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ANEXO EB6. Analisis quimico de los residuos del cultivo de banano.

Preparacion de los residuos del cultivo de banano

Cortado J Molido J Tamizado J

Extraccion de solubles

Extrac. equipo soxhlet J Secado de muestras J

Determinacion de lignina

Equipo de reflujo J Filtrado J

Determinacion de celulosa

Equipo de reflujo J Filtrado J Secado de muestras J

128



ANEXO E7. Proceso de obtencion de bioalcohol

Fermentado

Control de °Brix J

Destilado

Etanol

Medicion grado alcohdlico J
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