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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se utilizoé Trichoderma sp. el cual fue inducido en
un medio sintético y luego adaptado en agar CMC para utilizarlo como inoculo en la
fermentacion en estado solido.

Para obtener la enzima celulasa, se realiz6 una fermentacion en estado solido con el
inoculo de Trichoderma sp. obtenido y orujo de uva como sustrato, probando tres
concentraciones de CMC (0.1%, 0.3% y 0.5%) durante 7 dias de incubacion. Se realizo
la extraccion de las enzimas utilizando dos tipos de disolventes (Tween 80 al 0.1% y NaCl
al 0.9%); obteniéndose como resultados, que la maxima produccion de enzima fue usando
CMC al 0.5% en el orujo de uva con Trichoderma sp. durante la fermentacion en estado

solido y Tween 80 al 0.1% como disolvente en la extraccion de la enzima.

Se evalud la actividad de la enzima a distintos pH (4.0, 4.5, 5.0, 5.3, 5.5 y 6.0) y a distintas
temperaturas (37°C, 50°C, y 60 °C), obteniéndose que los mejores resultados se

alcanzaron a un pH 5 y una temperatura de 50°C.

Con la finalidad de aplicar la enzima celulasa obtenida para la produccién de bioetanol,
se realiz6 un pretratamiento de los residuos de la hoja de mazorca de maiz con NaOH al
1% para modificar la estructura quimica de la lignina, para posteriormente realizar la
hidrolisis enzimatica durante 48 horas. El producto de la hidrolisis compuesto por solidos
solubles fue concentrado a 6 °Brix, para su posterior fermentacion alcohdlica con
Saccharomyces cerevisiae durante 5 dias, obteniendo como rendimiento de etanol 12.81
mL por 100 g. de residuo seco.
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Por medio de esta investigacion se puede apreciar que existe un potencial uso de los
residuos lignocelul6sicos como sustratos para la produccion de enzima celulasa y como
fuente de biomasa para la produccién de bioetanol.

PALABRAS CLAVE: Celulasa, bioetanol, residuos lignocelulésicos.
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ABSTRACT

In this present investigation, Trichoderma sp. was used and it was induced in a synthetic
medium and conditioned to CMC Agar for it’s use as inoculum in the solid state

fermentation.

In order to obtain cellulase enzyme, a solid state fermentation was performed with the
Trichoderma sp. inoculum obtained and grape pomace as substrate, testing three
concentrations of CMC (0.1%, 0.3% and 0.5%) during 7 days of incubation. Enzymatic
extraction was performed using two types of solvents (0.1% Tween 80 and 0.9% NaCl)
and the results indicate that the maximum enzyme production was using 0.5% CMC in
the grape pomace with Trichoderma sp. during the solid state fermentation and 0.1%

Tween 80 as the solvent in the enzyme extraction.

The enzymatic activity was evaluated at different pH (4.0, 4.5, 5.0, 5.3, 5.5 and 6.0) and
at different temperatures (37°C, 50°C, and 60°C), obtaining that the best results were
reached at pH 5 and a temperature of 50 °C.

In order to apply the cellulase enzyme obtained for the production of bioethanol, a
pretreatment of corn husks residues with 1% NaOH was carried out to modify the
chemical structure of the lignin and to carry out the enzymatic hydrolysis which last for
48 hours. The hydrolysis product composed of soluble solids was concentrated at 6 ° Brix,
for subsequent alcoholic fermentation with Saccharomyces cerevisiae for 5 days,
obtaining a yield of ethanol 12.81 mL per 100 g. of dry residue.
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This research shows there is a potential use of lignocellulosic residues as substrates for

the production of cellulase enzyme and as a source of biomass for the production of
bioethanol.

KEY WORDS: Cellulase, bioethanol, lignocellulosics residues.
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INTRODUCCION

La agricultura ocupa 1,5 mil millones de hectareas en el mundo, lo que
desencadena residuos lignocelulésicos que traen consigo problemas de contaminacién
ambiental ya que no son aprovechados. Se puede usar los residuos lignocelulésicos para
generar nuevos productos, por tal fin es que actualmente se realizan investigaciones
enfocadas a la produccién de distintos subproductos y nuevas aplicaciones, siendo una
de ellas el uso de residuos de lignocelulésicos como sustratos para la obtencion de
enzimas por fermentacion solida de hongos para ser utilizadas en el proceso de

obtencion de bioetanol.

Los materiales lignocelulésicos pueden presentar en su composicion hasta 50%
p/p de celulosa, la que se encuentra asociada con otras dos fracciones poliméricas, la
hemicelulosa y la lignina (1), los cuales son una fuente de sustrato potencial para la

produccion de bioetanol si se saben utilizar las tecnologias enzimaticas.

La industria biotecnologica le ha dado una gran importancia al uso de hongos
filamentosos para la obtencién de enzimas, cabe resaltar, que estos hongos son capaces
de ingresar a la matriz porosa de los sustratos y se destacan por su capacidad enzimatica
celulolitica, capaces de producir celulasas. Entre estos encontramos los géneros

Trichoderma, Aspergillus, Penicillium y Rhizopus, entre otros.

La produccion de enzimas también se ha convertido en un aliado de la
biotecnologia, entre ellas las celulasas, que son utilizadas industrialmente debido al
potencial que muestran en el area textil, detergentes, papel, alimentos, generacion de

hiocombustibles, entre otras.

El petroleo y sus subproductos son considerados actualmente uno de los mayores
contaminantes a nivel mundial. La produccion y utilizacion de combustibles fosiles
generan gran cantidades de dioxido de carbono; estos a su vez son emitidos a la
atmosfera y son los causantes del cambio climéatico y el calentamiento global, los

biocombustibles son considerados alternativas capaces de substituir, con ventajas, a los

10
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derivados del petréleo, dentro de estas fuentes renovables aparece, en los primeros

lugares, el bioetanol, tanto por su uso, como por los resultados.

Como alternativa para aprovechar los materiales lignocelul6sicos y mitigar la
contaminacion de estos al medio ambiente, se plantea el uso de residuos lignocelul6sicos
como sustrato para la fermentacion en estado sélido de hongos filamentosos del cual se
obtendra celulasas, las que a su vez al emplearse en la hidrolisis de lignocelulosas

permitiran obtener bioetanol.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue obtener enzimas celulasas
por fermentacidn en estado sélido de Trichoderma sp. utilizando orujo de uva, las cuales
fueron utilizadas en la hidrolisis de las hojas de mazorca de maiz para la obtencion de

azucares fermentables para la obtencion de bioetanol.

11
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HIPOTESIS

Dado que Trichoderma sp. es capaz de producir celulasas a partir de sustratos que

contienen material lignoceluldsico, es posible obtener estas enzimas mediante
fermentacion en estado sélido de orujo de uva, para la obtencion de bioetanol a partir de

la hidrolisis de hojas de mazorca de maiz.

12
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OBJETIVOS

Objetivo general

Obtener celulasas de Trichoderma sp. a partir de orujo de uva para producir bioetanol

usando hojas de mazorca de maiz

Obijetivos especificos

1. Inducir y adaptar al Trichoderma sp. para la obtencion de celulasas.

2. Obtener celulasas a partir de Trichoderma sp. por fermentacion en estado sélido
(FES) con diferentes concentraciones de CMC, utilizando orujo de uva como
sustrato y evaluar el efecto de Tween 80 y NaCl en la extraccion de las celulasas
obtenidas.

3. Evaluar el efecto del pH y la temperatura en la actividad celulasa.

4. Obtener bioetanol por fermentacion alcohdlica de Saccharomyces cerevisiae a

partir de hojas de mazorca de maiz utilizando las celulasas obtenidas.

13
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CAPITULOI
MARCO TEORICO

1. Residuos lignoceluldsicos
Los residuos lignocelulosicos son la biomasa residual procedente de la
agricultura, silvicultura, municipios y de diversas industrias, los cuales permiten
obtener productos sustentables y no contaminantes del medio ambiente. Estos
residuos estan formados por 3 componentes: celulosa (40-60%) que esta
protegida por hemicelulosa (20-40%) y por lignina (10-25%) (2), su contenido es

bajo en cenizas, proteinas, grasas y ceras (3).

Estos residuos pueden ser empleados en fermentacién solida de hongos

productores de enzimas celulasas y como materia prima para producir bioetanol

(4).

1.1. Componentes lignoceluldsicos

1.1.1. Celulosa
La celulosa es la biomolécula organica mas abundante ya que forma la
mayor parte de la biomasa terrestre, se encuentra en las paredes de las
células vegetales formando parte de los tejidos de sostén. Es un
polisacarido lineal compuesto exclusivamente por un gran nimero de
moléculas de glucosa, contiene desde varios cientos hasta varios miles
de unidades de B-glucosa; es pues un homopolisacérido (compuesto
por un solo tipo de monosacéarido); tiene una estructura muy cristalina,

rigida y dificil de romper, ademas es insoluble en agua. (5)

La pared de una célula vegetal joven contiene aproximadamente un
40% de celulosa; la madera un 50 %, mientras que el ejemplo més

puro de celulosa es el algodon con un porcentaje mayor al 90%.

1.1.1.1. Estructura de la celulosa
La celulosa estd conformada por subunidades de D-glucosa,

unidas por enlaces 3-1,4 glicosidicos (6) monosacaridos de
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gran importancia en la fermentacion. Posee dos estructuras una
cristalina (organizada) y otra amorfa. Las capas de celulosa son
“empaquetados” denominados fibrillas de celulosa. Estas
fibrillas de celulosa son en su mayoria independientes y unidas
a través de puentes de hidrdgeno. (7) Es una larga cadena
polimérica de peso molecular variable, con férmula empirica
(CeH100s)n, con un valor minimo de n= 200. (8) Es fuerte y

resistente a la hidrolisis.

CH,OH CH,0H

Fun s ia paa i

CH,OH CH,0H

Figura N° 1. Estructura de la cadena de celulosa (6)

1.1.2. Hemicelulosa
La hemicelulosa es un carbohidrato complejo y heterogéneo ya que su
estructura posee diferentes polimeros como pentosas (xilosa y
arabinosa), hexosas (glucosa, manosa, y galactosa), azucar y &cidos
(metilglucurdnico, galacturénico y glucurénico), entrelazadas entre si
glucosidicamente. Es una estructura aleatoria, amorfa, con pequefia

solidez y facilmente hidrolizable en acidos o bases diluidas

La hemicelulosa se caracteriza por ser una molécula con
ramificaciones, capaz de unirse a las otras moléculas mediante enlaces
que constituyen la pared rigida que protege a la célula de
la presidn ejercida sobre esta por el resto de las células que la rodean.
Sirve de conexidn entre la lignina y las fibras de celulosa y da toda la
rigidez a la red de celulosa, hemicelulosa y lignina (9)
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ACIDOS

PENTOSAS HEXOSAS HEXOURONICOS DESOXI-HEXOSAS
CH,OH COOH
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HO HO HO ‘ ‘
OH OH OH OH OH
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HOH,G OH OH
OH OH ' OH
OH OH
o~L-Arabinofuranosa a~D-Galactosa Acido o-D-Galactourénico

Figura N° 2. Monomeros precursores de hemicelulosa. (10)

1.1.3. Lignina
La lignina es una macromolécula no polisacarida de naturaleza
polimera especial, formada por la polimerizacion deshidrogenativa al
azar de alcoholes parahidroxicindmicos. Es un heteropolimero amorfo
ramificado de naturaleza fenolica con grupos metoxi y fenilpropanicos
formado por alcoholes aroméaticos como cumarilico, coniferilico y
sinapilico. No es soluble en agua y es Opticamente inactiva; todo esto

hace que la degradacién de la lignina sea muy complicada. (6)

Las ligninas son fracciones no carbohidratadas, extremadamente
complejas y dificiles de caracterizar. Constituyen un polimero
aromatico, heterogeneo, amorfo, de alto peso molecular, ramificado,

donde no existe ninguna unidad repetida definidamente.
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Durante el desarrollo de la célula, la lignina es incorporada como
ultimo componente de la pared celular interpenetrando las fibrillas y
fortaleciendo la pared celular (11) , es el soporte estructural de la
planta, el contenido varia con el tipo de planta. La lignina no contiene
azucares, pero encierran a la celulosa y hemicelulosa que si los

contienen.

Debido a su estructura, la lignina es resistente a la degradacion y ya
que se encuentra intimamente ligada a la celulosa, es necesario
modificarla o removerla (des lignificacion) para que la celulosa pueda

ser degradada mas facilmente por las enzimas microbianas.

Anillos
aromaticos (fenil)

OH
HO
Lignina-O
Yo
(0]
HO Anillos
aromaticos (fenil)
Enlace B—O—4 eter
OH\ Grupo alcoholico
hidroxil
Metoxilo en extremo de
O O OMe - la cadena
MeO
\ Estructura dibenzodioxocina
HO OMe
0‘4 \/<©\
OH
O OMe
CHO

Figura N° 3. Estructura de la lignina (12)
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1.1.4. Otros
Entre las diversas sustancias que constituyen los materiales
lignocelulosicos se encuentran: compuestos organicos, grasas, ceras,
alcaloides, proteinas, fenoles simples y complejos, azlUcares simples,
pectinas, mucilagos, gomas, resinas, terpenos, entre otros (13) . Estas
sustancias desempefian la funcion de intermediarios metabdlicos,
reservan la energia, contribuyen al color, olor y a la resistencia al

marchitamiento.

Tabla N° 1. Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina de residuos agricolas
y desechos. (14)

Material Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)

lignocelulésico
Madera Dura 40-55 24-40 18-25
Madera suave 45-50 25-35 25-35
Cascara de nuez 25-30 25-30 30-40
Olote de maiz 45 35 15
Desechos de pastos 25-40 35-40 18-30
Papel 85-99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 80-85 0
Algodén 80-95 0 0
Papel periddico 40-55 25-40 18-30
Desecho de papel 60-70 10-20 5-10
de pulpeos quimicos
Desechos sélidos de 8-15 ND 24-29
aguas residuales
Desechos animales 6 28 ND
(cerdos)
Desechos sélidos de 1,6-4,7 1,4-3,3 2,7-5,7
ganado
Hierba Bermuda 25 35,7 64
Pastos de 45 31,4 12
crecimiento rapido

2. Orujo de uva como sustrato para la fermentacion en estado sélido
El orujo de uva es el residuo solido obtenido tras la extraccion del zumo de la
uva y constituye el principal subproducto del proceso de elaboracion del vino.
(15) y (16).Uno de los principales problemas de las bodegas y las destilerias

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

es la generacion de grandes cantidades de este residuo en cortos periodos de
tiempo al afio. Ademas, el orujo de uva presenta algunas caracteristicas
contaminantes como son un bajo pH y un alto contenido en sustancias
fenolicas fitotoxicas y antibacterianas, que dificultan la sub-degradacion
bioldgica. (17)

El orujo de uva estd formado por la piel, las semillas y el raspon,
constituyendo un 13% del peso de la uva procesada. (18).Su composicion
quimica es bastante compleja: alcoholes, &cidos, aldehidos, ésteres,
polifenoles, sustancias minerales, azucares, etc. En su composicion incluye

carbohidratos, fibra, grasas, proteinas y sales minerales. (19)Y (20)

Tabla N° 2. Composicion quimica del Orujo de Uva rojo. (21)

Compuesto Orujo de uva rojo
(%) base seca
Celulosa 14.5
Hemicelulosa 10.3
Lignina 17.2
Cenizas 8.0

El aprovechamiento del orujo es muy diverso: En Francia lo usan para extraer el
acido tartarico, también es usado como forraje ya que el orujo tiene un valor
alimenticio aproximadamente igual a la mitad del de la alfalfa, el orujo
fermentado una vez ha sido destilado, constituye un abono excelente, finalmente

es utilizado en la produccion de alcohol. (22)

3. Hoja de mazorca de maiz como sustrato para la fermentacién alcohélica
La produccion de biomasa residual que genera un cultivo de maiz de grano
(cafias, hojas, chalas y mazorcas), fluctia entre 20 a 35 toneladas por hectarea y
en el maiz de choclo (cafias y hojas) varia entre 16 a 25 toneladas por hectérea.
La proporcion entre los componentes del residuo depende principalmente de la
variedad, nivel de fertilizacion y tipo de cultivar. (23)
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Se ha identificado que el porcentaje del peso seco segun estructura corresponde
de la siguiente manera: Panoja 12%, Tallos 17.6%, Chalas 8.9%, Total cafa
38.5%, Mazorca 11.8%, Grano 49.7%, Total espiga 61.5%.

Cada una de estas estructuras posee caracteristicas fisico-quimicas propias, lo que
le confiere un valor nutritivo muy diferente, dependiendo de si el residuo
corresponde a maiz de grano o maiz para consumo fresco. Los tallos presentan
las estructuras mas lignificadas y de menor contenido de proteina bruta (3.1%) y

las hojas entre 4 y 7 %.

El bajo porcentaje de lignina en los restos de la planta del maiz lo hace mas
digestible que las pajas de cereales, siendo a su vez, mas rico en azucares

solubles.

Tabla N° 3. Composicion quimica de Hoja de mazorca de maiz. (24)

Hoja de mazorca de
Compuesto maiz porcentaje (%)
base seca
Celulosa 34-41
Hemicelulosa 31-39
Lignina 2-14
Cenizas 3-7

4. Pretratamiento de residuos lignocelulosicos
El pretratamiento aumenta el acceso enzimatico, por lo cual, es necesario someter
a los residuos lignocelulésicos a un tratamiento preliminar con el objetivo de
disociar el complejo lignina-celulosa, aumentar el area superficial del material,
reducir la cristalinidad de la celulosa y/o disminuir la presencia de aquellas

sustancias que dificulten la hidrélisis.

La hidrdlisis enzimatica de las lignocelulosas sin pretratamiento no suele ser tan
eficaz debido a la alta estabilidad de los materiales a los ataques enziméticos o
bacterianos. Un pretratamiento eficaz también abarca bajos costos de inversion,
bajo consumo de energia, uso de reactivos baratos, de facil recuperacion y que
sean aplicables en diversos sustratos.
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Los residuos lignoceluldsicos, después de colectados, deben ser procesados
adecuadamente, mediante la reduccion del tamafio por procesos de cortado y/o
molido y posteriormente lavado, si fuera necesario. De esta forma, los materiales

estan listos para su pretratamiento. (25)

Existen diversos tipos de pre tratamientos (fisicos, quimicos, bioldgicos,

térmicos) que permiten la degradacion de hemicelulosa y lignina de la biomasa.

4.1. Pre tratamiento fisico

4.1.1. Trituracion mecénica
El pre tratamiento de trituracién mecénica se utiliza para reducir el
tamafo de particula y cristalinidad de la lignocelulosa, con el fin de
aumentar el area de superficie especifica y reducir el grado de

polimerizacion (26).

4.1.2. Extrusion
La extrusion es un nuevo y prometedor pre tratamiento fisico para la

conversion de biomasa para la produccién de etanol.

En la extrusion, los materiales se someten a calentamiento, mezcla y
cizallamiento, lo que resulta en modificaciones fisicas y quimicas
durante el paso a través del extrusor. Las ventajas de este pre
tratamiento son: la capacidad de proporcionar transferencia de calor

rapida y rapida mezcla (26).

4.2. Pre tratamiento quimico
El objetivo de los pre-tratamientos quimicos es solubilizar la fraccion de
lignina y modificar la estructura de la celulosa facilitando la accion de las

enzimas.

4.2.1. Hidrdlisis con acido diluido
El pre tratamiento quimico con é&cido sulfarico diluido ha sido
reportado por sus altas tasas de reaccion y por su efectiva hidrdlisis de
la celulosa. (14) A una temperatura moderada la sacarificacion tiene
bajos rendimientos. A altas temperaturas el tratamiento con &cido
diluido favorece la hidrolisis de la celulosa y se hidroliza cerca del
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80% de la hemicelulosa. La lignina no se solubiliza pero si aumenta
los rendimientos de la hidrélisis enzimética. Esta documentado que la
produccién de altas conversiones de xilano a xilosa hace el proceso

economicamente favorable. (27)

Existen dos condiciones tipicas del pre tratamiento con &cido diluido:
(1) altas temperaturas (entre 160-200°C), en un proceso continuo con
bajas cargas de solido (5-10% peso sustrato/peso mezcla) o (2) bajas
temperaturas (120-160°C), en un proceso con alta carga de solidos
(10-40%). La hidrolisis con &cido diluido ha sido exitosamente
probada en el pre tratamiento de materiales lignocelul6sicos como
desechos de maiz, bagazo de cafia, madera y astillas de 4lamo, paja de
trigo y pasto. Esta utiliza H,SOs, HCI, HNOs entre 1-5%. Las
variables comunmente estudiadas son la temperatura, la concentracion

del &cido y la razén solido/liquido. (27)

El pre tratamiento con acido diluido aumenta significativamente la
hidroélisis de la celulosa, pero el costo es usualmente mas alto que el
de algunos pretratamientos fisicoquimicos, como la explosion a vapor
0 AFEX (explosion de fibra con amonio). Se debe neutralizar el pH
para la hidrolisis enzimatica y la fermentacion aguas abajo. (28). Es
por esta razon que la hidrélisis con acido diluido se ha vuelto

impopular.

4.2.2. Hidrdlisis alcalina
El pretratamiento alcalino es el mas utilizado para potenciar la
hidrolisis enzimatica de la lignocelulosa; elimina selectivamente la
mayor parte de lignina y parte de la hemicelulosa. Los principales
reactivos utilizados son hidréxido de sodio (NaOH), hidroxido de

calcio y amoniaco.
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El pre tratamiento con NaOH diluido provoca la ruptura de enlaces
entre lignina y carbohidratos, produce un hinchamiento de la celulosa,
lo que conduce a un aumento del &rea superficial interna, eliminacion
de lignina y hemicelulosas y disminucion en el grado de
polimerizacion y cristalinidad de la celulosa. Se considera que el
mecanismo de accion es la saponificacion de los enlaces éster
intermoleculares que atraviesan la hemicelulosa y la lignina (14). La
porosidad del material lignocelul6sico se incrementa con la
eliminacion de estos entrecruzamientos. Los niveles dptimos oscilan
entre 5 y 8 g de NaOH / 100 g de sustrato. La efectividad de este pre
tratamiento depende del contenido de lignina en el material. Se ha
conseguido aumentar la digestibilidad de sustratos como paja con un
contenido de lignina del 18% (29) y de maderas duras, pero no de
maderas blandas con un contenido de lignina superior al 26%.

Este pre tratamiento puede ser el mas adecuado para el desarrollo de
un proceso de aprovechamiento de residuos agricolas por hidrolisis
enzimatica, puesto que es un reactivo relativamente barato, no
produce sustancias extrafias que puedan interferir en la hidrolisis

enzimatica y las condiciones de operacién son moderadas.

4.2.3. Deslignificacion por ozonizacion
El ozono es un agente oxidante que muestra una eficiencia de
deslignificacion alta. Ademas, en presencia de &cido acético se
solubiliza y presenta una gran selectividad hacia la degradacion de la

lignina y las materias organicas presentes.

Se conoce que a mayor contenido de lignina, el ozono ataca mas
directamente a la lignina. La hemicelulosa es ligeramente afectada,
mientras que la celulosa no es afectada. Asi, la cantidad de
compuestos de degradacion derivados de la hemicelulosa y de la

celulosa es muy baja
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La Ozonolisis es una reaccion que se produce a temperatura ambiente
y presion atmosférica y utiliza como agente el ozono. La velocidad de
reaccion del ozono con el material es sensible al contenido de
humedad del mismo. Un requerimiento de humedad entre 40-50%
puede ser Optimo para una oxidacion efectiva. Este pre tratamiento
presenta las siguientes ventajas: remueve efectivamente la lignina, no
produce residuos toxicos, las reacciones son llevadas a cabo a
temperatura y presion ambiental. Sin embargo el proceso resulta muy

costoso debido a la cantidad de ozono requerido.

4.3. Pre tratamiento bioldgico
Se utiliza microorganismos que atacan los residuos lignoceluldsicos y que son
capaces de degradar la lignina y la hemicelulosa, eliminando las barreras que
protegen la celulosa y haciéndola mas accesible al posterior ataque

enzimatico.

Las ventajas del pre-tratamiento biologico son el bajo requerimiento
energético y las suaves condiciones ambientales en la que se produce el

proceso. Como inconveniente la tasa de hidrolisis es demasiado lenta. (30)

5. Trichoderma sp.
Hay microorganismos (bacterias y hongos) que viven libres y también son
capaces de hidrolizar la celulosa. Tienen una gran importancia ecologica, pues
reciclan materiales celuldsicos como papel, carton y madera. De entre ellos, es de
destacar el hongo Trichoderma sp. Este hongo fue descrito por primera vez hace
200 afios por los micologos como un gasteromiceto y solo un siglo después se
realizo el andlisis de su estructura y caracteristicas para ser clasificado como
género entre los hongos filamentosos, con propiedades y actividades bioldgicas
cada vez mas usadas en la agricultura actual. Su habilidad como antagonista solo
fue descubierta hace 50 afios y gran cantidad de articulos técnicos se han escrito

describiendo sus bondades en el manejo bioldgico de los cultivos agricolas.

El género Trichoderma esta en el ambiente y especialmente en el suelo. Se ha
utilizado en aplicaciones comerciales para la produccion de enzimas y para la
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regulacion de los fitopatdgenos que enferman las plantas. Se encuentra en suelos
abundantes en materia organica y por su relacion con ella esta clasificado en el
grupo de hongos hipogeos, lignolicolas y depredadores. Es aerdbico y pueden

estar en los suelos con pH neutro hasta acido.

Las especies del género Trichoderma representan un grupo de hongos
filamentosos que pertenecen al Reino Mycetae (fungi), divisibn Eumycota,
subdivision Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Hyphales (Moniliales)
y familia Moniliaceae (31). Aunque de acuerdo con (32), (33), (34), (35), la
clasificacion taxonomica del genero Trichoderma seria Reino Mycetae (Fungi),
Division Eumycota, Subdivision Ascomycotina, Clase Euascomycetes, Orden

Hypocreales, Familia Hypocraceae y Género Trichoderma e Hypocrea.

Morfolégicamente, es un hongo que posee estructuras del tipo de conidias
hialinas uniceluladas, ovoide en conidiéforo hialino largo no verticilado, nace en
centros pequefios. Tiene la capacidad de producir clamidosporas en sustratos
naturales, estructuras de vital importancia para la sobrevivencia del género en el
suelo bajo condiciones adversas. Es saprofito del suelo y de la madera y el

crecimiento en el suelo es muy rapido.

La alta presencia de humedad y el riego mejora las condiciones de vida de
Trichoderma, pasando de un estado latente a uno activo y desarrollandose
Optimamente hasta en un 60 % de plena capacidad del suelo de retencion de
humedad. A porcentajes mayores de saturacion se disminuye la colonizacion y
sobrevivencia por la baja disponibilidad de oxigeno. Es favorecido por
condiciones de pH é&cido donde su poblacion se incrementa por una mayor
formacion de conidioforos, por la germinacion de conidias y por menor
competencia con microorganismos como actinomicetos y bacterias que se
encuentran limitados por la acidez. En suelos con temperatura que oscilan entre
los 10 °C y 15°C 'y baja disponibilidad de nutrientes esenciales no crece y se

afecta la actividad benéfica.

El modo de accién de Trichoderma estad asociado a la descomposicion de la
materia organica que hay en el suelo y por el antagonismo con microorganismos
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patdgenos a las plantas usando procesos de depredacion, parasitismo y

competicion, y por su hiperparasitismo.

Trichoderma es uno de los mejores productores de celulasa, participa en la
biotransformacion de celulosa, en la transformacion de hemicelulosa, en la
mineralizacion del Nitrogeno (reacciones hidroliticas) y de algunas proteinas
presentes, en la degradacion y en la descomposicion de la lignina y el humus que
al tener estructuras basadas en ndcleos aromaticos son degradados por oxidacion

de cadenas laterales. (36)

— > Conidiéforo

Figura N° 4. Trichoderma sp.
6. Enzimas

Las enzimas son proteinas que intervienen eficientemente como biocatalizadores
altamente especificos en un gran namero de reacciones. En los sistemas vivos las
enzimas participan en la obtencion de energia y nuevos materiales a partir de
macromoléculas, siendo indispensables para el crecimiento, la reparacion y el
mantenimiento de las células. (37). Aunque todos los organismos podrian ser
utilizados como fuente de produccion de enzimas, para la aplicacién comercial de
las enzimas industriales los microorganismos son la fuente mas importante, ya
que producen una mayor cantidad y se puede mejorar su produccién optimizando
los parametros fisico-quimicos o mediante manipulacion genética. Ademas, las
enzimas obtenidas a partir de microorganismos, especialmente las extracelulares,

se extraen facilmente mediante procesos de post-tratamiento con bajos costes. ES
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importante sefialar que la eleccion del organismo productor de las enzimas
determinara la estabilidad y viabilidad del sistema de produccion.

Los avances de la biotecnologia en las ultimas décadas, especialmente en
genética e ingenieria de proteinas, han otorgado a las enzimas un papel

fundamental dentro de los procesos industriales. (36)

6.1. Produccion de enzimas microbianas
6.1.1. Fermentacion en estado sélido
Es definida como el crecimiento de microorganismos sobre materiales
solidos en ausencia total o casi total de agua. Basicamente se utiliza
para hongos; el hongo se desarrolla en la superficie himeda de un
material sélido, lo cual le permite crecer en condiciones similares a las
encontradas en la naturaleza. Es una alternativa interesante para la
produccion de enzimas y su aplicacién debido a su elevado potencial
para la produccion de las mismas y por sus numerosas ventajas sobre

la fermentacion en cultivo sumergido:

-La enzima en el crudo de FES estd mas concentrada, lo que presenta
especial interés en procesos donde los productos del crudo fermentado
pueden utilizarse directamente como fuente de enzimas sin etapas
previas de purificacion. Como ejemplos se pueden citar la elaboracion
de aditivos en la alimentacion, la hidrolisis de materias
lignocelulosicas y el procesado natural de fibras.

-Otra ventaja a sefialar de la FES frente a la FCS respecto a la
obtencién de enzimas se refiere a los costes de produccion, que en la
primera son, en muchos casos, inferiores. Por ejemplo, en la
produccién de celulasa, mientras que el crudo de fermentacion de
cultivo sumergido cuesta sobre 20 $/kg, el de FES tiene un valor de
0,2 $/kg. (38) De forma andloga, un andlisis econémico sobre la
produccion de la enzima lipasa con el hongo Penicillium restrictum
demostrd que el capital a invertir en cultivo sumergido era un 78%
superior al del proceso en FES, para una produccion anual de 100 m3.
(39)
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Una ventaja adicional de la produccion de enzimas mediante FES es la

estabilidad de las mismas cuando se producen a altas temperaturas o

pH extremos. (40)

En la tabla N° 4 se muestran algunos ejemplos de enzimas obtenidas

por fermentacion en estado solido a partir de residuos agroindustriales.

Tabla N° 4. Algunas de las enzimas producidas mediante fermentacién en

estado solido. (41)

Enzima

Microorganismos

Sustrato

Celulasa, B-glucosidasa,
carboximetilcelulasa,
lacasa,poligalacturonasa,
ligninasa

Cepas de Aspergillus sp.,
Trichoderma sp., Lentinula
sp., Penicillium sp.,
Pleorotus sp., Neurospora sp
., Sporotrichum sp., Cerrena
sp., Botrytis sp .,
Gliocladium sp.,
Phanerochaete sp., etc.

Bagazo, fibra de coco, piel
de arroz, paja de arroz,
salvado de trigo, paja de
trigo, residuo de té, sorgo
dulce, ensilaje, pulpa de
remolacha azucarera, serrin,
orujo de uva, residuo de
aceite de palma, residuo de
casava, cascara de soja, etc.

Xilanasa, B-xilosidasa, o-
arabinofuranosidasa,
acetoesterasa,
catecoloxidasa.

Cepas de Aspergillus sp.,
Trichoderma sp., Penicillium
sp., Phlebia radiata, P.
eryngii, Melanocarpus
albomyces, P. sanguineus,
Thermomyces lanuginosa,
Humicola lanuginosa,
Thermascus aurantiacus,
Talaromyces emersonii,
Thermomonosporas sp.

Paja de arroz, cascara de
maiz, mazorca de maiz,
salvado de trigo, paja de
trigo, bagazo, tallo de arroz,
cascara de soja, pulpa de
remolacha azucarera, cascara
de arroz, orujo de manzana,
residuo del procesado de
cafée, paja de cebada, paja de
avena.

Lacasa, Li-pperoxidasa, Mn-
peroxidasa, aril-
alcohoxidasa, catalasa, fenol
oxidasa.

Cepas de Penicillium sp.,
Pleorotus sp., Phlebia
radiata, Trametes versicolor,
Flammulina velupites,
Polyporus sp., Panus
tigrinus, Trichoderma
versicolor.

Bagazo, salvado de trigo,
paja de trigo, serrin, tallo de
algodon, polvo de celulosa,
virutas de madera.

6.1.2. Fermentacion en cultivo sumergido (FCS)

Se define como un cultivo de células microbianas dispersas en forma

homogénea en un recipiente agitado que puede no ser aireado por

medios mecénicos (42). Aproximadamente el 90% de todas las

enzimas industriales son producidas por fermentacion en cultivo

sumergido, frecuentemente utilizando microorganismos manipulados
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genéticamente. Sin embargo, este proceso mejorado presenta altos
costes de produccion. (43)Y (44)

6.2. Celulasas
Las celulasas son un grupo de enzimas hidroliticas capaces de degradar la
celulosa en mondmeros de baja complejidad como la glucosa, participan en
el rompimiento de los enlaces glucosidicos B-1,4 de la celulosa, estan
constituidas por un sistema enziméatico complejo compuesto por tres grupos
de celulasas que estan involucradas en el proceso de hidrolisis:

(1) Endoglucanasas o endocelulasas: Rompen los enlaces -1,4 glucosidicos
en forma aleatoria en el interior de la molécula de celulosa, ataca
regiones de baja cristalinidad, generando nuevos finales de cadena no
reductores. Como resultado hay una rapida disminucién en el largo de las
cadenas y un lento incremento en los grupos reductores. Puede actuar
sobre celo dextrinas y derivados sustituidos como carboximeticelulosa
(CMC) e hidroximetilcelulosa (HMC), asi como celulosa amorfa, pero
no actla ni sobre celulasa cristalina ni sobre celobiosa.

(2) Exoglucanasas :

-Celobiohidrolasas: Actua sobre los extremos no reductores de la cadena
generados por la endoglucanasa, liberando moléculas de celobiosa. Esta
enzima tiene actividad sobre celulosa cristalina y amorfa y sobre celo
dextrinas, pero no actla sobre derivados sustituidos ni sobre celobiosa.

- Glucohidrolasas: Se encuentra en pequefia proporcién y actia sobre los
extremos no reductores liberando unidades de glucosa. Tiene actividad

sobre celulosa amorfa, celo-oligosacéridos y CMC

(3) B-glucosidasas o celobiasa: Hidrolizan celobiosa para producir glucosa.
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Bacterias y hongos son capaces de producir celulasas para la hidrolisis de
materiales lignocelulésicos y otros. Estos microorganismos pueden actuar en
condiciones aerdbicas o anaerdébicas. Algunos microorganismos capaces de
producir celulasas son las bacterias del género Clostridium, Bacteroides,
Erwinia, Acetovibrio, Microbispora y Streptomyces. Las celulasas
comerciales estan centradas en hongos como Sclerotium rolfsii, P.
chrysosporium y especies de Trichoderma, Aspergillus, Schizophyllum y
Penicillium. (27)

Aplicacion industrial de las celulasas: Se aplican en el procesado de la
celulosa, tratamiento de basura, conversion de desechos vegetales en
fertilizantes o alimento para animales, en la fermentacion alcoholica de
granos, en la extraccién de zumos de frutas y verduras, en la industria de la
pulpa y el papel, en las industrias textil, alimentaria, quimica, de
combustibles, etc. (44). También se utilizan para conseguir una conversion

eficaz de la biomasa lignocelulésica en combustible. (45) y (46)

Ademas, los hidrolizados enzimaticos producidos tras la actuacién de
celulasas y hemicelulasas se han utilizado como sustrato para la produccién
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de sustancias de gran interés como productos quimicos (polifenoles, acidos
organicos, etc.) y disolventes (acetona, butanol, etc.). (47)

6.3. Actividad enzimatica
La accidn de las enzimas se caracteriza por la formacion de un complejo que
representa el estado de transicion. El sustrato se une a la enzima a través de
numerosas interacciones débiles como ser: puentes de hidrdgeno,
electrostaticos, hidréfobos, etc., en un lugar especifico llamado el centro
activo. Este centro es una pequefia porcion de la enzima, constituida por una
serie de aminoécidos que interaccionan con el sustrato. Para ejercer su
actividad las enzimas requieren, a menudo, de moléculas auxiliares, que se
ubican en el centro activo de la enzima; en el caso de ser moléculas
orgénicas reciben el nombre de coenzimas, mientras que Si son iones
metalicos (generalmente oligoelementos) se llaman cofactores entre los que
se encuentran el hierro, cobre, yodo, manganeso, selenio, zinc, cromo,
cobalto, fluor, litio y silicio. El conjunto enzima + cofactor o coenzima se
denomina holoenzima, mientras que la parte proteica propiamente dicha se
conoce como apoenzima. Usualmente las llamadas coenzimas no son
simples moléculas auxiliares de las enzimas sino verdaderos sustratos de las
reacciones pero que a diferencia del sustrato principal se regeneran

facilmente mediante reacciones simples.

Las enzimas tienen una estructura tridimensional sin la que no pueden
desarrollar su actividad. En esa estructura poseen el centro activo al que se
unen los sustratos y en el que se produce la reaccion catalitica. Cuando el
sustrato accede al centro activo, se produce un cambio en la estructura del
conjunto enzima-sustrato pero una vez finalizada la canalizacion (catéalisis:
transformacion quimica motivada por sustancias que no se alteran en el
curso de la reaccion) la enzima es recuperada sin ningn cambio en su
estructura. (48)

La determinacién de la efectividad de una enzima se evalGa generalmente
siguiendo la desaparicién del sustrato o la aparicion de un producto formado

en la reaccion.
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Para expresar la actividad de la celulasa se evalla la aparicion del producto
formado con una cantidad conocida de sustrato, una determinada cantidad de

enzima'y en un lapso definido de tiempo.

6.3.1. Factores que afectan la actividad enzimatica

-Efecto del pH: La mayoria de las enzimas presentan un pH optimo
para el cual su actividad es maxima; por encima o por debajo de ese
pH la actividad disminuye bruscamente. Este efecto se debe a que, al
ser las enzimas de naturaleza proteica, al igual que otras proteinas, se
desnaturalizan y pierden su actividad si el pH varia méas alla de unos
limites estrechos. De ahi la conocida importancia bioldgica de los
sistemas tampon.

En la mayor parte de los casos el pH dptimo esta préximo a la
neutralidad, en consonancia con el pH intracelular, pero existen
enzimas con pH éptimo muy diverso segun sea el pH del medio en el
que habitualmente actdan (las enzimas proteoliticas del jugo gastrico
tienen pHs éptimos proximos a 2 ya que este es el pH de dicho jugo).
Por ultimo existen algunos enzimas a los que el pH no afecta en
absoluto. (49)

-Efecto de la Temperatura: Al igual que ocurre con la mayoria de
las reacciones quimicas, la velocidad de las reacciones catalizadas por
enzimas se incrementa con la temperatura. La variacion de la
actividad enzimatica con la temperatura es diferente de unas enzimas a
otras en funcién de la barrera de energia de activacion de la reaccién
catalizada. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en otras
reacciones quimicas, en las reacciones catalizadas por enzimas se
produce un brusco descenso de la actividad cuando se alcanza una
temperatura critica. Este efecto no es mas que un reflejo de la
desnaturalizacion térmica del enzima cuando se alcanza dicha
temperatura. Si representamos graficamente la variacion de la

actividad de los enzimas en funcion de la temperatura da la impresion
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de que existe una temperatura "Optima" andloga al pH Optimo
estudiado anteriormente; hay que resaltar que esa aparente
temperatura Optima no es mas que el resultado de dos procesos
contrapuestos: 1) el incremento habitual de la velocidad de reaccion

con la temperatura y 2) la desnaturalizacion térmica del enzima. (50)

6.4. Hidrolisis enzimética
La hidroélisis enzimética de la celulosa es llevada a cabo por enzimas
celulasas que poseen una alta especificidad sin formacioén de productos

indeseables. Consiste en tres pasos:

1.-Absorcion de las enzimas celulasas en la superficie de la celulosa.
2.-Degradacion de celulosa a azucares fermentables (pentosas y hexosas,
incluida la glucosa).

3.-Desercion de las celulasas.

Los productos de la hidrolisis en su mayoria pueden ser fermentadas por
levaduras o bacterias a etanol. Las condiciones de uso de la hidrolisis

enzimatica son suaves (pH 4,8 y temperatura entre 45-50°C) y no posee el
problema de la corrosién.

Segun Teran, M. (51) la reaccion es:

- OH
OH OH
o
y o HC Dmm Celdlasa o
HO 's] HO 4+ H ., fH — 3y oH
oH - ZH o Hidral isis Ho
OH
n .
CELULOSA Agua CLUCOSA

Ecuacion 2
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La labor enzimatica de la hidrolisis puede ser resumida de la siguiente
manera:

Enzima + Sustrato celulésico —* Complejo — Enzima + Producto
(Enzima-Sustrato)

7. Bioetanol
El bioetanol es un biocombustible obtenido por la fermentacion de la materia
organica y la biomasa rica en hidratos de carbono a través de la accion
microbiana. El bioetanol tiene las mismas caracteristicas Yy composicion
quimica que el etanol ya que se trata del mismo compuesto. La diferencia radica

en su proceso de produccion (52).

7.1. Materias primas
Para la produccion de etanol se utilizan diferentes fuentes de carbono como
materia prima; estas deben ser transformadas con facilidad en azucar
fermentable. Su uso préctico estard determinado por el rendimiento en

etanol, por su costo y el tipo de microorganismo que se utilice.

Varios autores, coinciden en definir 3 tipos de materias primas para la

produccion de etanol:

a) Materiales portadores de azucares simples que contienen carbohidratos
como fuente de azlcares. (Tales como jugo de cafia de azucar, melazas,

sorgo dulce, etc.)

b) Materiales amilaceos los cuales contienen almidon como fuente de

azucares. (Tales como la yuca, maiz, papa, etc.)

c) Materiales celuldsicos, que contienen celulosa, hemicelulosa, tales como

el bagazo, la madera, residuos agricolas, etc.

El etanol se produce por fermentacion de estas materias primas con
levaduras u otros microorganismos. Las de la primera clase fermentan
directamente. El segundo tipo consta de hidratos de carbono complejos,

como el almidén, que primero se deben convertir en azlcares fermentables
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mediante la accién de enzimas. Las sustancias celuldsicas de la tercera clase
se convierten en azlcares fermentables por hidrolisis con enzimas o &cidos

inorganicos, principalmente. (53)

7.2. Microorganismos productores de bioetanol
Los microorganismos mas empleados en la obtencion de bioetanol son las
levaduras, aungue existen varios tipos de bacterias y hongos que también son

capaces de sintetizarlo en cantidades considerables.

7.2.1. Levaduras.

Las levaduras son empleadas para llevar a cabo el proceso de
fermentacion alcoholica, cuando éstas toman el azucar del medio, se
inicia toda una serie de reacciones intermedias, conocidas como ruta
glicolitica o ruta Embden-Meyerhof. A través de este proceso
bioquimico, las levaduras rompen los azlcares en energia,
intermediarios Utiles para el crecimiento de las células, y una gran
cantidad de productos finales (etanol, dioxido de carbono y calor), los
cuales son excretados por las mismas.

En las levaduras, la produccion de etanol se realiza principalmente
sobre sustratos sacarosados, jugos de remolacha, jarabe, aguas
residuales o melaza de azucar. Las principales caracteristicas que
debe tener una cepa para la produccion de alcohol industrial son:

e Capacidad de fermentar répidamente el medio y producir
etanol con un rendimiento préximo al rendimiento teorico.

e Pocos exigentes en factores de crecimiento, para evitar la
adicion de vitaminas a los medios industriales.

e Tener una buena tolerancia al etanol.

e Buena produccion de esteres y glicerol.

Las levaduras mas utilizadas y estudiadas para la produccion de

alcohol, son Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis. (54)
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-Saccharomyces cerevisiae: Es la especie de levaduras utilizada por
excelencia para la obtencion de etanol a nivel industrial puesto que es
un microorganismo de facil manipulacién y recuperacion, no es
exigente en cuanto a su cultivo, no presenta alto costo , tolera altas
concentraciones de etanol , en la fermentacion produce bajos niveles
de subproductos, es osmotolerante, capaz de utilizar altas
concentraciones de azucares, presenta alta viabilidad celular para el
reciclado y caracteristicas de floculacion y sedimentacion para el
procesamiento posterior. (55). La temperatura optima de crecimiento
es de 25 a 30 °C y un pH aproximado de 4.0 a 5.0, no se desarrollan

bien en medio alcalino a menos que se hayan adaptado al mismo.

7.3. Fermentacion de azUcares para producir bioetanol
La fermentacion alcohdlica es un proceso bioldgico de fermentacion en
plena ausencia de oxigeno, originado por la actividad de algunos
microorganismos que  procesan azucares (glucosa, fructosa, sacarosa)
para obtener como productos finales: etanol, di6xido de carbonoy
moléculas de ATP que consumen los propios microorganismos en

su metabolismo celular energético anaerdbico.

La produccion de bioetanol a partir de materiales lignocelulésicos
incluye 3 etapas fundamentales:

e La conversion de carbohidratos en azucares simples
e |Lafermentacion de estos azucares a etanol

e Finalmente la separacion del etanol por destilacion

CH,OH

O oH

X~ ?H o
HO + Levadura —— <|3=O — CH, 4+ 2|;C< }
C|:H3 (|2H3
H  oH
B-D-Glucosa 2 Piruvato 2 Etanol

Ecuacion 3
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7.4. Importancia y aplicaciones

El bioetanol es ampliamente utilizado como combustible en Brasil, Estados
Unidos y algunos paises europeos. Los mayores productores son Brasil (37
% de la produccion mundial), EE.UU. (33 % de la produccion mundial) y la

Union Europea con un 14% de la produccion mundial.

Hoy en dia, la produccién de etanol requiere un 50 % menos de energia que
la que se necesitaba en la década de 1980. La tecnologia de la produccion de
bioetanol estd mejorando continuamente. Por ejemplo, el rendimiento de
etanol a partir del maiz se ha incrementado en mas de un 22 % en los
EE.UU. en comparacion a 1980.

El desarrollo de métodos para la produccion de biocombustibles (bioetanol)
se considera renovable y sostenible. Un combustible de bioetanol tiene el
potencial para reducir la emision neta de diéxido de carbono, el principal gas
de efecto invernadero. También mantiene y permite el desarrollo de las
actividades agricolas y , desde un punto de vista econémico, una reduccién

de la importacion de productos de combustible extranjero.

La alternativa de emplear residuos lignocelulosicos 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 lignocelulésicos, justifica la
dedicacion por estas naciones de un esfuerzo importante al desarrollo y
adaptacion de tecnologias tendientes a la utilizacion integral y racional de los

mismos.

El bioetanol tiene el potencial para reemplazar los combustibles liquidos

derivados del petroleo en algunas aplicaciones.

Los biocombustibles pueden definirse en general como aquellos
combustibles solidos, liquidos o gases obtenidos a partir de productos
agricolas o del procesamiento de productos agroindustriales o de residuos
organicos, es decir, de la biomasa y son por lo tanto distinguibles de los
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combustibles fosiles, que se derivan de fosilizados de materiales bioldgicos.
En la actualidad, los biocombustibles mas ampliamente producidos son el

etanol, diesel y metanol (50)
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion fue realizada en el laboratorio 302 del pabellon H en la

Universidad Catélica de Santa Maria.

1. Materiales

Material Biologico

e Orujo de Uva

e Hoja de mazorca de maiz
e Trichoderma sp.

e Levadura Fleischman

e Harina de maiz

Material de Vidrio

e Camara de Neubauer

e Lunade reloj

e Baguetas

e Pipetas

e Vaso precipitado

e Tubos de ensayo

e Erlen Mayers de 50 mL y de 250 mL.
e Balones de 500 mL y 1000 mL

e Matraces

e Botellas de vidrio &mbar 50 mL

e Equipo de destilacion
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e TermoOmetro

Equipos:

e Autoclave Vertical Type Steam Sterilizer
e Microscopio Leica

e EstufaJ. P. Selecta

e Picatodo Marca Molinex

e Shaker

e Refrigeradora

e Cocina eléctrica

e Agitador magnético

e Mechero bunsen

e Balanza Analitica Kern

e Bario Termostatico Precisterm

e Espectrofotometro Agilent Technologies
e Centrifuga Hettich EBA 20

Reactivos:

e Medio de cultivo PDA.

e Agar CMC

e Peptona

e Extracto de levadura

e Agar

e Carboximetil celulosa (CMC)
e Kit de glicemia enzimatica

e Cloruro sodio

e Tween 80

e Hidroxido de sodio

e Soluciones buffer
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e Urea

e Sulfato de amonio

e Buffer citrato

e Carbonato de potasio
e Acido sulfarico

e Carbonato de potasio
e Dicromato de potasio

e FEtanol

e Asaen punta

e Micropipetas de 10ul, 50 pl, 100 pl y 1000ul
e Termometro digital

e pH metro Hanna

e Brixdémetro Atago

o Placas Petri descartables

e Propipetas

e Tamizadores (<1.45mm, >1.45<1.75mm y >1.75 <2mm)
e Tubos Falcon

e Tips de micropipeta

e Plastifilm

e Espatula

Programas:
e Statgraphics Centurion XVII
e Microsoft Excel
e Chemscketh 11.0
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2. Métodos

1.1.0btencion de Trichoderma sp. inducido para la fermentacion en
estado solido
1.1.1. Obtencion de la cepa de Trichoderma sp.

La cepa de Trichoderma sp. fué cedida por los responsables
del proyecto “Obtencion de celulasas y pectinasas a partir de los
hongos Trichoderma sp. y Aspergillus niger desarrollados en dos
sustratos pectinocelulésicos para extraer el colorante natural de la
semilla del achiote (Bixa orellana)” quienes realizaron la
identificacion del Trichoderma sp. la cual se muestra en el ANEXO
N° 2. La cepa fue activada en medio PDA durante 7 dias e incubada a

una temperatura de 25 °C.

1.1.2. Induccién de Trichoderma sp. para producir celulasa

Para la induccién de Trichoderma sp. se realizé un repique
del hongo que se encontraba en medio PDA a una placa Petri que
contenia el medio de cultivo especifico para celulasas descrito en la
Tabla N°5 para asi inducir al hongo a producir celulasas. Se dejo

incubar por 7 dias a temperatura ambiente.

Tabla N° 5. Composicion del medio de cultivo especifico

para celulasas (Formula/litro)

Componentes Gramos
Peptona 1
Extracto de levadura 0,5
Agar Agar 15
CMC (Carboximetilcelulosa) 3,5
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Adaptacion de Trichoderma sp.

Pasados los 7 dias se afiadieron 2 mL de una solucién de
NaCl (0.9%) a la placa petri del hongo inducido y se resuspendieron
las esporas, luego se afadieron 200 pL de la suspension a ocho placas
petri que contenian 10 mL del medio de adaptacion Agar CMC, cuya
formulacién se describe en la Tabla N°6 y se incubaron por 7 dias a
temperatura ambiente.
Tabla N° 6. Composicion del medio Agar CMC (Formula/litro)

Componentes Gramos
NaNO3 2.0
K>HPO4 1.0
MgSO4 0.5
KCI 0.5
CMC 2.0
FeSO, 0.01
Peptona 0.2
Agar Agar 17

Preparacion del inoculo:

Transcurrido el tiempo de incubacion en Agar CMC se
realiz6 un lavado a cada placa con 2 mL solucién de NaCl (0.9%), las
esporas se recogieron en un frasco de vidrio.

La determinacion de la concentracion de esporas en el
indculo se llevo a cabo mediante un recuento en cdmara Neubauer con

ayuda de un microscopio Optico a 40x.

. Areas donde se cuentan esporas

Figura N° 5. Camara de Neubauer.
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1.2. Obtencién de Enzimas Celulasas

1.2.1. Recoleccion del sustrato

Se recolectaron 500 g de orujo de uva de la vinificadora “La
Hacienda del Abuelo” ubicada en el distrito de Vitor, provincia de Arequipa.
Se almacen6 en un congelador a -20°C para su conservacion hasta el

momento de su utilizacion.

1.2.2. Preparacion del medio de fermentacion en estado solido

Para la fermentacion en estado solido (FES), se utiliz6 como
sustrato orujo de uva estéril, para lo cual se mezclaron 500 g de orujo de uva
con 5 litros de agua durante media hora, transcurrido este tiempo, el sélido se
filtrg, este paso se repitid 2 veces. Finalmente, se secd en una estufa a 60°C
durante 48 horas, el residuo seco fue molido y llevado a diferentes tamafios
de particula: <1.45mm, >1.45<1.75mm y >1.75 <2mm. Posteriormente fue
esterilizado dos veces en autoclave a 121°C durante 20 minutos antes de ser

utilizado.

1.2.3. Seleccion del tamiz adecuado para orujo de uva

Se determind el crecimiento de Trichoderma sp. con diferentes
tamafios de particulas: <1.45mm, >1.45<1.75mm y >1.75 <2mm.

Se tomd 5 g de sustrato dentro de una placa Petri, se adiciond agua
destilada y se ajustd la humedad al 70%; se agregd el inoculo de
Trichoderma sp. de 4.5x107 esporas, se incubd a temperatura ambiente
durante 7 dias. El procedimiento se realizd para cada uno de los diferentes
tamafios de sustrato. Finalizado el tiempo de incubacién se determin6

visualmente en que sustrato hubo mayor crecimiento del hongo.
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1.2.4. Fermentacioén en estado solido

Después de seleccionar el tamafio de particula adecuado, se
evaluaron diferentes concentraciones de CMC (0.1%, 0.3% y 0.5%) como
inductores para la produccion de enzimas celulasas durante la FES.

La fermentacion en estado solido se llevd a cabo en placas petri de 9
cm de didmetro, a cada una se adicion6 5 gramos de sustrato de orujo de uva
estéril con el tamafio de particula determinado anteriormente, CMC a
diferentes concentraciones (0.1%, 0.3% y 0.5%) y un indculo de 4.5x10’
esporas; el entorno se ajusto a una humedad 70% . Las placas se incubaron a
temperatura ambiente durante 7 dias. Cada experimento se realiz6 6 veces. A

los 7 dias se realizo la extraccion de celulasas.

Figura N° 6. Medio con orujo de uva preparado para la FES
1.2.5. Extraccion de celulasas

Finalizada la FES se realiz0 la extraccion de celulasas. La mitad de
las placas se lavaron usando 50 mL de Tween 80 al 0.1% y la otra mitad se
lavé usando 50 ml de NaCl 0.9% como disolvente, el contenido de las placas
se traspasO a beakers de 100 mL y se dejaron en el shaker a temperatura
ambiente por 30 minutos a 120 rpm, finalizado el tiempo, las muestras se
filtraron y se centrifugaron por 10 minutos a 6000 rpm. Se separd el

sobrenadante, que fue utilizado para las determinaciones enzimaticas.
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Figura N° 7. Muestra despues del centrifugado, el sobrenadante es el extracto

enzimatico.

1.2.6. Medicién de la actividad de la celulasas

Para la medicion de la actividad de enzimas celulasas fue necesario
evaluar indirectamente dicha concentracion enzimatica mediante el kit de
glicemia enzimatica, el cual cuantifica los azucares reductores liberados por
la enzima, a mayor actividad de la enzima, mayor sera la cantidad de glucosa
obtenida. Para ello, el extracto enzimatico obtenido fue usado en la hidrolisis
de una suspension de harina de sorgo de maiz, a una temperatura de 37°C por
un lapso de 90 min en un agitador magnético, tomando una muestra cada 10
minutos e inmediatamente se utilizaba el kit de glicemia enzimatica. El
procedimiento que se siguid se describe en el ANEXO N° 4.

El método de glicemia enzimética se fundamenta en la reaccion de
Trinder, donde la glucosa es oxidada a D-gluconato por la glucosa oxidasa
(GOD), con formacion de peroxido de hidrégeno. En presencia de peroxidasa
(POD), el fenol y la 4- aminoantipirina (4-AA) se condensan por accion del
peroxido de hidrégeno, formando una quinonaimina roja proporcional a la
concentracion de glucosa en la muestra.
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Ecuacion 5

1.3. Efecto del pH y temperatura en la actividad celulasa

1.3.1. Efecto del pH:

Para evaluar el efecto del pH, se preparé una suspension de harina
de sorgo de maiz como sustrato a diferentes pH: 4.0, 4.5, 5.0, 5.3, 5.5y 6.0
para posteriormente someterlas a la accion de las enzimas celulasas obtenidas
por el lapso de una hora a un bafio termostatico a 50°C. Terminado el tiempo
se midio la actividad de la enzima usando el kit de glicemia enzimatica. Toda

la experimentacion se realizé por triplicado
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Figura N° 8. Muestras del sustrato a diferentes pH.

1.3.2. Efecto de la Temperatura:

Para evaluar el efecto de la temperatura se incubd la celulasa
obtenida a diferentes temperaturas: 37°C, 50°C, 50°C-pH 5 y 60°C y se
afiadi6 como sustrato una suspension de harina de sorgo de maiz, se dejo en
agitacion a 100 rpm utilizando un agitador magnético por un lapso de 5 horas,
tomando una muestra cada hora. Finalizado el tiempo se midié la actividad de
la enzima usando el kit de glicemia enzimatica. La experimentacion se realizd

por duplicado.

Figura N° 9. Medicion de la temperatura
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1.4.0btencion de bioetanol a partir de hoja de mazorca de maiz

1.4.1. Recoleccion y preparacion del sustrato

Se recolectaron 500 g de hojas de mazorca de maiz del mercado San
Camilo y se lavaron con abundante agua varias veces, se secaron en una
estufa a 60°C durante 48 horas, se sometieron a un proceso de molienda y
fueron tamizados a un tamafio entre 1.45 mm y 1.75 mm. Finalmente se
esterilizd dos veces en la autoclave a 121°C durante 20 minutos antes de ser

utilizado.

Figura N° 10. Residuo de hoja de maiz

1.4.2. Pre-tratamiento alcalino de la hoja de mazorca de maiz

El pretratamiento se realizo con el objetivo de eliminar la lignina.
Se pes6 100 g de residuo molido y se coloco en un bal6én de 1L, se adiciond
NaOH 1% en una relacion de 1/10 solido-liquido (56), luego se cerré el
balon herméticamente y se llevd a la autoclave a una temperatura de 121°C,
presion 15 psi por 60 min. Finalizado el tiempo, se enfrid hasta temperatura
ambiente, para luego filtrar y separar el material solido del liquido. El sélido
obtenido se lavé con agua hasta alcanzar un pH neutro para luego secarlo y

almacenarlo para su posterior uso.
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1.4.3. Hidrdlisis enzimatica

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

La hidrolisis tuvo lugar en un bafio termostatico a la temperatura y
pH Optimos en frascos de 1 litro acondicionados para este proceso. Los
gramos de residuos pretratados fueron puestos en una suspension del 5 % en
agua destilada, se ajusté el pH con buffer citrato al pH 6ptimo hallado y se le
adiciono el extracto de las enzimas celulasas obtenidas y se incubaron a 50°C
durante 48 horas, se midieron los °Brix a las 0,12, 24 y 48 horas. Cada ensayo
se hizo por triplicado. Al final de este tiempo se filtro y se obtuvo un liquido
que contenia el azdcar fermentable. El liquido filtrado fue concentrado hasta
6°Brix por evaporacion (57) y posteriormente esterilizado en autoclave por 15

minutos a 15 psi.

1.4.4. Fermentacién alcohdlica

Se adapto de acuerdo al método que aplicé Cardona (58) en el que a
los productos de las reacciones de hidrdlisis se sometieron a fermentaciones
alcoholicas 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 concentrd a 6°Brix. Se utilizé levadura comercial
(levadura Fleischman, 1 g/l) y se adiciono al medio urea (0.48 g/l) y sulfato
de amonio (0.24 g/l). La fermentacion se llevo a cabo durante 5 dias. Se
determinaron los °Brix durante los 5 dias de fermentacion. El contenido de

etanol se establecio al término del proceso.

1.4.5. Destilacion simple

Con la finalidad de obtener el bioetanol se procedio a destilar el
producto de la fermentacion alcohdlica y posteriormente evaluar la
concentracion de bioetanol en el destilado obtenido mediante el método de

dicromato de potasio.
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El fermentado obtenido se traspas6 a un balén y se procedio a
destilar en el equipo de destilacion.

Figura N° 11. Equipo de destilacion

1.4.6. Prueba de dicromato de potasio para determinar la concentracion de
bioetanol.

El método del dicromato de potasio es una experimentacion que se
basa en el siguiente fundamento, cuando el alcohol presente en una muestra
se difunde sobre una mezcla oxidante de dicromato de potasio en acido
sulfurico, el i6n cromico de color amarillo-naranja se reduce a i6n cromoso de
color verde-azul y el etanol es oxidado cuantitativamente a acetaldehido,
acido acético y agua. La reaccion final ocurre de la siguiente manera:

/73528
0 0 o_ 0O CQO/ o = /O
H H W\ 3-_0\ /3 N4 H 0 o_ _o \\S/ o
3lH-c-C-on[+2| ST S |+ 8| SN f—=alH-c-cC |+2|  >s | +2y ol FH WY
1 (0] OO0 (@] O (0] | OH (0] | |
H H o [ [ H / KK
K K H H Cr\—O\S¢O
0" o]
Etanol Dicromato Acido Acido Sulfato Sulfatode  Agua
de potasio sulfurico acético cromico potasio

Ecuacion 6
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La técnica del dicromato de potasio es un método de colorimetria,
se realiz6 tomando 1 mL de la muestra anteriormente destilada més 3 mL de
la solucién madre descrita en el ANEXO N° 5y méas 2 mL de la solucién de
carbonato saturada. La mezcla fue colocada en tubos de ensayo y cerrados
herméticamente y fueron llevado a Bafio Maria a 35°C por 20 minutos, luego
se dejo enfriar a temperatura ambiente, se ley0 la absorbancia de esta mezcla
a 400 nm (59), esta absorbancia se interpola con la recta de la curva de
calibracion para el etanol. (ANEXO N° 5).

1.5. Anaélisis estadistico

Los resultados fueron procesados mediante el Software de Statgraphics centurion
XVII'y Microsoft Excel.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. Induccion y adaptacion de Trichoderma sp. para producir celulasa

Para estimular la produccion de celulasas a partir de Trichoderma sp.
se utilizd un medio de cultivo especifico para celulasa con carboximetil-
celulosa (CMC) como unica fuente de carbono. Cabe mencionar que Diaz
(60) publico en su trabajo un estudio preliminar para evaluar el orden de
magnitud en el que se obtenian las enzimas, para lo cual us6 inductores en un
medio de cultivo sintético en donde la unica fuente de carbono era la pectina
y el xilano, dicho medio estaba compuesto por 1 g/L de peptona, 0,5 g/L de
extracto de levadura, 15 g/L de agar, 3,5 g/L de xilano y 3,5 g/L pectina, este
medio fue usado para el hongo Aspergillus awamori; la composicion del
medio de induccion especifico para celulasas en la presente investigacion esta
descrito en la Tabla N°5, el cual es similar al medio que uso Diaz con la

diferencia que la fuente de carbono fue el CMC.

En el estudio realizado por Mora (61), se uso agar CMC para determinar
la actividad celulolitica y seleccionar el microorganismo que se usaria en las
fermentaciones. En el presente estudio, se utiliz6 agar CMC como medio de
adaptacion de Trichoderma sp.

La morfologia de la cepa de Trichoderma sp. no cambia al ser
repicada del agar PDA al medio de cultivo especifico y de este al agar CMC
como se observa en la figura N° 12, ya que en los medios el hongo crece
presentando rugosidades y escasa formacion de micelio aéreo de textura
velutinosa; sin embargo, tuvieron un crecimiento un poco lento comparado al
del agar PDA.
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Figura N° 12. Hongo Trichoderma sp. . A la izquierda: Thichoderma sp.

en medio PDA. A la derecha: Trichoderma sp. en agar CMC

Se podria afirmar que el Trichoderma sp. produjo celulasas ya que se
observé que hubo crecimiento del hongo tanto en el medio de cultivo

especifico como en el agar CMC, siendo CMC la Unica fuente de carbono.

2. Obtencion de Enzimas Celulasas

2.1. Seleccion del tamiz adecuado para el orujo de uva

El tamafio de particula es un factor muy importante para el
desarrollo de la FES y produccion de enzimas. Sustratos de particulas
pequefas proporcionan una gran area especifica, lo que afecta de manera
positiva el desarrollo del microorganismo. Sin embargo, un tamafio de
particula demasiado pequefio, que genere a Su Vvez un espacio
interparticula reducido, disminuye la eficiencia de la respiracion y/o
aireacion dificultando el crecimiento microbiano, tal y como lo menciona
Diaz (60).

Para elegir el tamafio de particula adecuado del sustrato para el
crecimiento de Trichoderma sp. el cual estd muy ligado a la transferencia
de masa en el sistema de fermentacion en estado sélido, se seleccionaron

diversos tamafios de particula menores de 2 mm, segin Bernard et al.
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(62), el espacio interparticula es lo més importante y es afectado por el
tamafio de la particula, su forma y la humedad. Otro aspecto que influye
en la transferencia de masa durante el proceso, es
el cambio de estructura de las particulas de sustrato, resultado de la

accion de los microorganismos segin Moo-Young et al. (63).

Tabla N° 7. Seleccion de los tamarios de particula del orujo de uva a

partir del crecimiento de Trichoderma sp. para un sistema FES

Tamafio de Crecimiento con
particula Trichoderma sp.
<1.45 mm +++
>1,45y<1,75mm | +++++
>1.75 <2mm ++++

(+) Crecimiento muy bajo
(++) Crecimiento bajo
(+++) Crecimiento regular
(++++) Crecimiento bueno
(+++++) Crecimiento muy bueno

Se usaron 3 tamafios diferentes de particulas de orujo de uva
para determinar en cual habia mayor crecimiento del hongo, el cual fue
calificado visualmente como se detalla en la Tabla N°7, el Trichoderma
sp. que fue sembrado en orujo de uva con tamafio de particula entre 1,45
y 1,75 mm muestra un mayor crecimiento, esto podria deberse a que las
particulas de tamafio medio utilizadas presentan mayor porosidad, lo que
provoca una mejor transferencia de calor y materia y esto podria
aumentar la produccion de celulasas, por el contrario, las particulas de
mayor tamafio presentan una menor superficie especifica para el
crecimiento del hongo, lo que conllevaria a concentraciones de producto
mas bajas; de la misma forma, las particulas de menor tamafio impiden la
transferencia de calor y materia, con concentracién de producto también
bajas.

Los resultados obtenidos coinciden con el trabajo de Kumar et
al. (64) donde se estudio la influencia del tamafio de particula del sustrato

en la produccion de acido citrico a partir del bagazo de cafia de azlcar
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usando Aspergillus niger. Los tamafios de particulas que evaluaron se
encontraban en un rango entre 0.64 y 2 mm. Los resultados del estudio
determinaron que la maxima produccion se obtenia cuando se utilizaban
particulas de 1,2-1,6 mm, y por el contrario, los valores mas bajos se
daban con particulas de 1,6 — 2 mm.

En la FES también se deben tener en cuenta otros factores
importantes tales como la humedad, la actividad del agua, el pH, la
temperatura, la concentracion y disponibilidad del sustrato, la aireacion,
el tamafio de particulas y la forma de inoculacion que afectan
significativamente tanto el crecimiento de los microorganismos como la

formacion de productos.

2.2. Fermentacion en estado solido y extraccion de enzimas celulasas

Una vez elegido el tamafio de particula adecuado, se procedié a
evaluar la adicion de la solucion de induccion CMC a diferentes
concentraciones en la FES de orujo de uva y posteriormente se evalug el
efecto de las soluciones disolventes como el NaCl y Tween al momento
de la extraccion enzimatica.

Tabla N° 8. Factores evaluados para el andlisis factorial de medidas

repetidas.

0.1%
Concentracion CMC 0.3%
0.5%
NaCl
Tween 80
0 minutos
10 minutos
20 minutos
30 minutos
Factor intra . 40 minutos
Tiempo )
grupos 50 minutos
60 minutos
70 minutos
80 minutos
90 minutos

Factor entre
grupos

Disolventes
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Para poder evaluar el efecto de la concentracion de CMC vy el efecto
de los disolventes NaCl y Tween 80 se procedié a realizar un analisis factorial
de medidas repetidas, tal como se observa en la Tabla N° 8, los resultados
obtenidos se agruparon por factores: entre grupos e intra grupos.

El factor entre grupos se subdividio en Concentracion de CMC (0.1
%, 0.3% y 0.5%) y disolventes (NaCl y Tween 80), mientras que en el factor

intra grupos se considera como Unica subdivision el tiempo.
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Tabla N° 9. Tabla de medias de la concentracion de glucosa (mg/dl) para la evaluacion de la actividad de enzimas celulasas

obtenidas de Trichoderma sp.

Concentracion de glucosa (mg/dl)

Tiempo (min) NaCl Tween

0.1% CMC 0.3% CMC 0.5% CMC 0.1% CMC 0.3% CMC 0.5% CMC
. 7.95+/-2.44 10.16+/-1.01 9.40+/-2.07 8.34+/-2.97 9.15+/-2.45 10.71+/-2.84
10 9.21+/-1.06 16.55+/-2.96 12.75+/-5.17 12.20+/-4.99 10.8+/-3.48 15.11+/-7.01
20 11.04+/-2.96 21.99+/-3.07 16.33+/-4.4 21.39+/-5.35 17.24+/-2.32 18.05+/-2.43
20 13.81+/-2.11 24.38+/-3.32 19.69+/-3.99 25.06+/-2.11 23.24+/-4.27 25.37+/-4.53
10 16.10+/-3.77 26.78+/-1.80 23.98+/-7.83 28.27+/-4.39 31.17+/-5.12 34.13+/-4.50
50 19.01+/-1.94 27.14+/-3.51 31.34+/-6.31 29.69+/-4.98 38.64+/-4.9 37.36+/-3.08
60 24.49+/-3.63 31.49+/-2.15 36.45+/-2.71 31.5+/-2.97 39.26+/-0.82 42.23+/-3.26
20 26.29+/-3.33 32.54+/-3.83 35.86+/-6.13 35.36+/-3.31 40.94+/-1.48 42.36+/-1.71
80 31.16+/-5.69 34.30+/-0.88 35.71+/-2.66 38.78+/-1.48 40.57+/-2.71 43.10+/-2.21
% 33.74+/-2.44 33.67+/-3.73 36.63+/-3.27 37.38+/-3.95 39.98+/-1.34 43.10+/-4.11
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En la tabla N° 9 se observa que la méxima concentracion de glucosa
obtenida con NaCl se da con 0.5% de CMC a un tiempo de 90 minutos y
tiene un valor de 36.63 mg/dl y la maxima concentracion de glucosa obtenida
con Tween se da con 0.5% de CMC a un tiempo de 80 y 90 minutos y tiene
un valor de 43.10 mg/dl. Los resultados por triplicado se muestran en la
Tabla N° 26 del ANEXO N° 6.

Para evaluar la concentracion de glucosa se utilizo el kit de glicemia
enzimatica, en la Figura N° 13 se puede observar la accion de la enzima
celulasa a través del cambio de color de una misma muestra a medida que
transcurre el tiempo, la formacion de la coloracion rojiza es proporcional a la
concentracion de glucosa, a mayor coloracion roja, hay mayor concentracion

de glucosa.

Figura N° 13. Aumento de la concentracion de glucosa a lo largo del

tiempo - Prueba de Kit de Glicemia Enzimatica
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Figura N° 14. Promedios de la concentracién de glucosa (mg/dl) para la
evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas de Trichoderma

Sp. segun concentracion de CMC

En la figura N°14 se observa la comparacién de los promedios a
distintas concentraciones de CMC, asi mismo se podria decir que a una
concentracion de 0.5% de CMC se produce mas enzima, ya que la

concentracion de glucosa es mayor.

Segln lo expuesto por Osama et al. (65) en donde trabajo a distintas
concentraciones de CMC (0.25%-2%), indico que la mayor formacion de
enzima se obtuvo a 0.5% y luego comenz6 a disminuir gradualmente, esto se
deberia probablemente a la alta viscosidad del medio, disminuyendo el
suministro de oxigeno a las células. Y Fritsche (66), menciona que la alta
viscosidad retarda la division celular, dando como resultado un metabolismo

de baja produccidn y extraccion de celulasa.
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Figura N° 15. Grafica de interacciones de la concentracion de glucosa
(mg/dl) para la evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas

de Trichoderma sp. segun concentracion de CMC y tiempo

En la Figura N° 15, se puede observar el aumento de la concentracion
de glucosa usando 0.5% de CMC a medida que se incrementa el tiempo,
mostrando su mayor valor a los 60 minutos, siendo este de 39 mg/dl, y a
partir de ese minuto la curva comienza a estabilizarse; a diferencia de ello,
cuando se emplearon 0.1% y 0.3% de CMC como inductores frente al tiempo,
se observa que ambos tienen una tendencia creciente con respecto a la
concentracion de glucosa hasta el minuto 80, pasando de 9y 10 mg/dl a 34 y
36mg/dl respectivamente, y a partir de ese tiempo comienzan a estabilizarse.
Por tanto se podria sefialar que la concentracion de glucosa obtenida se ve
afectada por la concentracion de CMC vy el tiempo empleado. De la misma
manera se puede evidenciar que la mayor concentracion de glucosa obtenida
fue usando 0.5% de CMC y a los 60 minutos.
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Lo observado en esta grafica coincide con lo mencionado por Lugani
et al. (67), la celulasa es una enzima inducible, cuya produccion depende de

la presencia de un sustrato el cual también actia como inductor.
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Figura N° 16. Promedios de la concentracion de glucosa (mg/dl) para la
evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas de Trichoderma

sp. segun disolvente

En la Figura N°16, se observa la comparacién de los promedios con
Tween 80 (0.1%) y NaCl, asi mismo se podria decir que con Tween 80 se

produce méas enzima, ya que se obtiene una mayor concentracion de glucosa.

Qadeer et al. (68) y Ramakrishna et al. (69) mencionan que el
disolvente eficaz para lixiviar enzima a partir de sustrato fermentado puede
depender principalmente de tres factores, es decir, tipo de enzima, la fuente

de enzimay el sustrato que se utilice en el medio.
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Figura N° 17. Grafica de interacciones de la concentracién de glucosa
(mg/dl) para la evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas

de Trichoderma sp. seguin disolvente y tiempo

En la Figura N° 17, se puede observar el aumento de la concentracion
de glucosa usando Tween 80 a medida que se incrementa el tiempo,
mostrando su mayor valor al minuto 80, siendo este de 40 mg/dl, y a partir de
ese minuto la curva comienza a estabilizarse, igualmente, cuando se empled
NaCl como disolvente frente al tiempo, se observa una tendencia creciente
con respecto a la concentracion de glucosa, siendo 34 mg/dl el méximo valor
obtenido a los 90 minutos. También se observa que usando Tween 80 se
obtienen mayores valores de concentracion de glucosa que al emplear NacCl.
Se podria indicar que la concentracion de glucosa obtenida se ve afectada por

el disolvente y el tiempo empleado.

Segun Shu et al. (70), los surfactantes afectan a la permeabilidad de la
membrana celular microbiana, lo que contribuye a hacer que se secrete
enzima en el medio, y reduce la concentracion de enzimas de intracelular, lo

que incrementa la produccion de enzima
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Figura N° 18. Grafica de interacciones de la concentracion de glucosa
(mg/dl) para la evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas
de Trichoderma sp. segun concentracion de CMC y disolvente

En la Figura N° 18 se puede observar el aumento de la concentracion
de glucosa usando Tween 80 a medida que se incrementa la concentracion de
CMC, a diferencia de ello, cuando se empleé NaCl como disolvente frente a
cantidades crecientes de CMC, se observa una tendencia positiva de la
concentracion de glucosa cuando se empled 0.1% de CMCy 0.3% de CMC,
pasando de 19 mg/mL a 25mg/mL, sin embargo cuando se experiment6 en
presencia de NaCl con 0.5%de CMC no se observd un incremento en la
concentracion de glucosa , evidenciandose en la figura antes mencionada. Por
tanto se podria sefialar que la concentracion de glucosa obtenida se ve
afectada por el disolvente y la concentracion de CMC empleado. De la
misma forma se puede evidenciar que la mayor concentracién de glucosa

obtenida fue en presencia de Tween 80 y 0.5% de CMC.

Las presunciones mencionadas en las figuras 14, 15, 16, 17 y 18,
mostradas lineas arriba se tuvieron que comprobar estadisticamente para la

validacion de los resultados, para lo cual se hizo un analisis de varianza.
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Tabla N° 10. Analisis de Varianza para la concentracion de glucosa
(mg/dl) para la evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas

de Trichoderma sp.

Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Concentraciéon CMC 1122.37 2 561.187 198.40 0.0000
Disolvente 1423.32 1 1423.32 503.19 0.0000
CMC*Disolvente 146.519 2 73.2593 25.90 0.0000

En el andlisis de varianza realizado se observé que para los factores
“entre grupos”, CMC y disolvente, los efectos principales y su interaccion

fueron estadisticamente significativos con un valor-P de 0.0000.

Este analisis permite concluir que es importante una adecuada
combinacion y seleccion de disolvente e inductor, para ello se realizé la
prueba de comparaciones multiples con la finalidad de evidenciar cuales

condiciones permitieron obtener una mayor concentracion de glucosa.

Tabla N° 11. Comparaciones multiples para la concentracion de glucosa
(mg/dl) para la evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas

de Trichoderma sp. segun concentracion de CMC

Contraste Promedio
0.1 % CMC 23.032
0.3% CMC 27.50°
0.5% CMC 28.89°

En la Tabla N° 11 se puede observar que al trabajar con CMC al 0.5%
se obtiene una concentracion de 28.89 mg/dl, el cual es una respuesta
estadisticamente diferente y mayor a las demas, corroborando de esta manera

lo presumido en la Figura N°15.
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En la presente investigacion se corroboré que a 0.5% de CMC se
obtiene mayor concentracion de glucosa lo cual es un indicador indirecto de

la actividad de la celulasa.

Tabla N° 12. Comparaciones multiples para la concentracion de glucosa
(mg/dl) para la evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas

de Trichoderma sp. segun disolvente

Contraste Promedio
NaCl 23.66%
Tween 29.29°

En la Tabla N°12 se puede observar que al trabajar con Tween 80 al
0.1% se obtiene una concentracion de 29.29 mg/dl de glucosa, la cual es una
respuesta estadisticamente diferente y mayor a la que se obtiene con NaCl,

corroborando de esta manera lo presumido en la figura N°17

En la presente investigacion se trabajé con dos disolventes el NaCl y
Tween 80 para evaluar cual de los dos mostraba mejor efecto en la extraccion

de celulasas.

Rao et al. (71) reportd que el rendimiento de la enzima extraida
aumenta utilizando NaCl como disolvente sugiriendo que la enzima se une a
la superficie del micelio por enlaces ionicos y que podria ser liberada por

compuestos ionicos como NaCl en el medio.

En el presente trabajo uno de los disolventes que se utilizd para la
extraccion fue el NaCl al 0.9%, con el que se obtuvo una concentracion de
glucosa de 23.66 mg/dl, la cual fue superada por la concentracion de glucosa

obtenida por el Tween 80 al 0.1% que fue de 29.29 mg/dl.

Tangnu et al. (72) encontrd6 que con concentraciones de Tween
alrededor de 0.02% disminuye notablemente la liberacién de celulasas en el
T. reesei mutante Rut C-3. Ademas, Romanelli et al. (73) reportd que el
Tween 80 al 0.05% disminuye la capacidad celulolitica de varios hongos
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termdfilos; asi mismo Shu et al. (70) describe en su investigacion el efecto del
Tween 80 para la produccion de celulasas a diferentes concentraciones
(0.05% a 0.25%), donde concluyo que la actividad de la enzima aumenta
gradualmente en el rango de concentraciones de Tween de 0.05% a 0.1% y
disminuye a concentraciones mayores de 0.1%, por lo tanto la concentracion
optima fue 0.1%.

En la presente investigacion se corrobord lo descrito por Shu et al.
(70) que con el Tween 80 al 0.1% se obtiene mayor concentracion de glucosa

lo cual es un indicador indirecto de la actividad de la celulasa.

3. Efecto del pHy temperatura en la actividad de las enzimas celulasas
Los efectos de factores como el pH, la temperatura y el tiempo pueden actuar
como inhibidores de la enzima si es que no se encuentran dentro de los
parametros adecuados, la inhibicion debe minimizarse para que la actividad de

una reaccion catalizada por una enzima sea maxima.

3.1. Efecto del pH en la produccion de celulasas

Cuando todos los demas factores permanecen constantes, la velocidad
de las reacciones enziméticas depende del pH del medio. Todas las enzimas
poseen una zona de pH en la que alcanza su maxima velocidad, las enzimas
como proteinas responden a los cambios de pH. A medida que el pH cambia,
las cargas de los diferentes aminoacidos se modifican y lo mismo sucede con

la forma de la enzima hasta que se altera tanto que deja de funcionar.

El pH ejerce una accién parecida a la de la temperatura y existe, por
tanto, también un pH 6ptimo, tal que, al alejarse de él, disminuye la actividad

enzimatica.
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Tabla N° 13. Analisis estadistico descriptivo de la concentracion de
glucosa (mg/dl) obtenida por accién de enzimas celulasas de Trichoderma

sp. a diferentes pH

pH4 pH45 pHS5 pH53 pHS55 pH 6

Promedio 24.98+/ 34.28+/- [50.74+| 37.85+ 36.34+/- 31.11+/-
-6.52 1474 1/-3.56| /-4.14 5.18 16.01

Desviacion

, 2.6240 5.9346 1.4337 1.6664 2.0858 6.4466
Estandar

En la Tabla N° 13 se muestran los promedios para cada tratamientos a diferentes pH,
se observa que el mayor valor se obtiene a pH 5 con una concentracion de 50,74

mg/dl y tiene una desviacion estandar menor que los demas tratamientos.

53 o
: F——Js074 :
48 - .
§ ik 3
e :
ju ] -:
i : 5
033_— .
r 2 ]
28 3
L + ]
23k <
4 45 5 5.3 5.5 6
pH

Figura N° 19. Promedios de la concentracion de glucosa (mg/dl) obtenida por

accion de enzimas celulasas de Trichoderma sp. a diferentes pH

En la Tabla N°13 y Figura N°19 se muestra que el mayor valor de
concentracion de glucosa (mg/dl) se obtuvo a pH 5 con un valor de 50,74

mg/dl de concentracion de glucosa, que es donde se maximiza la accion de las
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celulasas en una hora de reaccion, al variar la concentracion de glucosa con
cada pH usado se afirmaria lo que dice Badui (74) , que la hidrdlisis de la
celulosa por accion de las celulasas se ve influenciada por la concentracion de
iones hidrogeno del medio, ya que afecta el grado de ionizacién de los
aminoacidos del complejo enzima-sustrato. Desviaciones de pocas décimas
por encima o por debajo del pH Optimo pueden afectar drasticamente su
actividad. A un pH menor o mayor a 5 la actividad de la enzima disminuye, y

por ende la formacion de glucosa es baja.

Tabla N° 14. Analisis de varianza para la concentracién de glucosa
(mg/dl) obtenida por accién de enzimas celulasas de Trichoderma sp. a

diferentes pH

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 1107.13 5 221.426 14.31 0.0001

Intra grupos 185.696 12 15.4747

Total (Corr.) 1292.82 17

Se realiz6 un analisis de varianza como se muestra en la Tabla N° 14
en donde se obtiene un valor de p < 0.05 el cual nos indica que si existe una
diferencia estadisticamente significativa al menos entre uno de los valores

obtenidos con diferente pH.
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Tabla N° 15. Comparaciones multiples para la concentracion de glucosa
(mg/dl) obtenida por accién de enzimas celulasas de Trichoderma sp. a
diferentes pH segun método de LSD Fisher

pH Promedio
4 24.98+/-6.522
6 31.11+/-16.01%
4.5 34.28+/-14.74°
5.5 36.34+/-5.18°
5.3 37.85+/-4.14"
5 50.74+/-3.56

En la Tabla N° 15 se muestran los promedios de las concentraciones
de glucosa obtenidas a diferentes pH, con letras diferentes se sefiala cuales
promedios son iguales o diferentes entre si. EI método de Fisher permite
entonces concluir a un nivel de significancia de 0.05 que trabajar a pH 5 es
significativamente diferente que trabajar con los demas pH y es también en
donde los valores obtenidos de concentracion de glucosa son los mas altos.

Los resultados del pH optimo obtenidos concuerdan con lo que afirma
Yazdi et al. (75), donde la actividad maxima para celulasas estuvo entre pH
4,0 - 7,0, siendo el pH 5,0 el éptimo para la estabilidad de todos los
componentes. El trabajo que realizo Pardo et al. (76), también concluye que la
actividad maxima se da entre 4,2 y 5,8, siendo 4,8 el pH dptimo de las

celulasas.

Para Wiseman (77) las enzimas son activas en un rango limitado de
pH ya que cada enzima tiene un pH o6ptimo porque, al igual que otras

proteinas, los enzimas poseen muchos grupos ionizables de forma que los
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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.

3.2.Efecto de la temperatura en la produccion de celulasas

Al igual que ocurre en la mayoria de las reacciones quimicas, la
velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas se incrementa en general
con la temperatura, dentro del intervalo en que la enzima es estable y

permanece totalmente activo.

Existe una temperatura éptima en que la actividad enzimética es
méaxima, por encima de ella la actividad disminuye e incluso desaparece por

desnaturalizacién de la enzima

Tabla N° 16. Factores evaluados para el analisis factorial de medidas repetidas.

37 °C
Factor entre 60°C
Temperatura
grupos 50°C
50°C - ph5

0 horas

1 horas

Factor intra ] 2 horas
Tiempo

grupos 3 horas

4 horas

5 horas

Para poder evaluar el efecto de la temperatura, se procedié a realizar
un analisis factorial de medidas repetidas, tal como se observa en la Tabla N°
16 los resultados obtenidos se agruparon por factores: entre grupos e intra

grupos.
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Tabla N° 17. Tabla de medias de la concentracion de glucosa (mg/dl) obtenida por accion de enzimas celulasas de Trichoderma

sp. a diferentes temperaturas

Concentracion de glucosa (mg/dl)

Grupo
Oh 1h 2h 3h 4h 5h
37°C 12.36+/-10.76 13.21+/-4.64 14.09+/-6.29 15.07+/-4.96 17.33+/-8.13 30.22+/-21.98
50°C 11.43+/-9.5 32.68+/-6.48 41.74+/-4.26 44.22+/-23.13 57.62+/-9.72 60.45+/-7.37
60°C 14.05+/-6.35 28.7+/-11.56 33.32+/-15.82 44.02+/-22.87 56.62+/-18.42 58.76+/-5.84
50°C — pH5 10.43+/-7.94 40.96+/-16.39 43.85+/-19.12 49.84+/-30.3 52.54+/-8.58 63.57+/-17.09
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En la tabla N° 17 se observa que la maxima concentracion de glucosa
se daa50 °C-pH5y aun tiempo de 5 horas y tiene un valor de 63.57 mg/dl.
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Figura N° 20. Promedios para la concentracion de glucosa (mg/dl)
obtenida por accion de enzimas celulasas de Trichoderma sp. a diferentes

temperaturas

En las figuras N°20 se muestran los promedios de concentracion de
glucosa con respecto a la temperatura, en donde se observa que hay mayor

concentracion de glucosa a una temperatura de 50 °C - pH 5.

Con ello se procedio al anélisis de varianza respectivo mostrado en la
Tabla N°18
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Figura N° 21. Gréfica de interacciones de la concentracion de glucosa
(mg/dl) obtenida por accion de enzimas celulasas de Trichoderma sp. a

diferentes temperaturas y tiempos

La Figura N°21 nos muestra la interaccion entre la temperatura y el
tiempo transcurrido, a medida que transcurre el tiempo, la concentracion de
glucosa va aumentando, la maxima concentracion de glucosa fue a las 5 horas
para todos los tratamientos; a temperaturas elevadas el aumento de
concentracion glucosa es mayor con respecto a 37°C, por lo que se podria
decir que la enzima trabaja a altas temperaturas, también se puede observar
que de los 4 tratamientos, los valores méas altos de concentracion glucosa

fueron con 50°C- pH 5 a un tiempo de 5 horas.
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Tabla N° 18. Analisis de Varianza para la concentracion de glucosa

(mg/dl) obtenida por accién de enzimas celulasas de Trichoderma sp. a

diferentes temperaturas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Temperatura 5437.75 3 181258  1931.01  0.0000

ERROR(Col_1) 3.75469 4 0.938673 0.32 0.8622

Tiempo 8250.6 5 1650.12 559.87 0.0000

Tiempo*Temperatura  1635.41 15 109.027 36.99 0.0000

ERROR(Tiempo) 58.9467 20 2.94733

Total (corregido) 15386.5 47

En el analisis de varianza mostrado en Tabla N° 18 se observa un

valor de P<0.05, lo cual nos indica que existe una diferencia estadisticamente

significativa al menos entre uno de los valores obtenidos a diferentes

temperaturas y tiempos.

Tabla N° 19. Comparaciones multiples para la concentracion de glucosa

(mg/dl) obtenida por accién de enzimas celulasas de Trichoderma sp. a

diferentes temperaturas

Temperaturas Promedio
37 °C 17.042
60 °C 39.24P
50 °C 41.35°
50 °C-pH5 43.53¢

En la tabla N° 19 se muestran los promedios de las concentraciones de

glucosa obtenidas a diferentes temperaturas, las letras diferentes sefiala que

todos los tratamientos son significativamente diferentes entre si, por lo que
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las proximas hidrolisis trabajaron a 50°C y pH 5 ya que se evidencia que a

esa temperatura y pH es donde se produce mayor actividad enzimética.

La temperatura optima hallada concuerda con Yazdi et al. (75) donde
la temperatura optima resultd entre 45 - 65°C, con un rango de 45 - 50°C para
la estabilidad de enzimas celulasas y con el trabajo que realizo Pardo et al.
(76), donde también concluye que la temperatura éptima para la actividad del

sistema celulolitico esta en un rango de 50 a 55 °C

Las celulasas acttan a condiciones bastante especificas y optimas de pH y
temperatura debido a la especificidad de la catalisis; para celulasas se
establecio que 5 y 50°C son las condiciones optimas de pH y temperatura

respectivamente.

4. Obtencién de bioetanol a partir de hojas de mazorca de maiz

4.1. Pretratamiento alcalino de las hojas de mazorca de maiz

El Pretratamiento alcalino se realizd con el fin de remover o
modificar la lignina, favoreciendo la accesibilidad de las enzimas y
mejorando la digestibilidad de la celulosa, segun menciona Wang et al.
(78).

Se realizaron tres repeticiones, el peso inicial de cada una fue de
100 g, el peso final promedio despues del tratamiento con NaOH fue de
65 g de hoja de mazorca de maiz deslignificada, esta pérdida de masa
puede deberse a la solubilizarian de la lignina y de la hemicelulosa con lo

cual se logra el objetivo del pretratamiento.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Figura N° 22. Hojas de mazorca de maiz. A la izquierda: Hojas de
mazorca molidas antes del pretratamiento. A la derecha: Hojas de

mazorca molidas después del pretratamiento

En el trabajo de Branka et al. (79), se utilizaron NaOH (0,02-
1,25 M), H.SOs y H3POs (0,02-0,51 M) como disolventes de
pretratamiento (25-85 ° C, 2 h), NaOH fue el mas eficaz en el
aumento de la susceptibilidad de las hojas de maiz hacia las enzimas,
produciendo un 83-96% de azlcares reductores. Este disolvente
solubiliz6 hasta 60,6% la lignina y parecia desintegrar la estructura

fibrilar de la hoja de maiz.

A la misma conclusion llego Elkin et al. (80) en su trabajo
donde compararon diversos pretratamientos fisicos y quimicos con
acidos y alcalis para maderas, donde la deslignificacién alcalina

mostro los mejores rendimientos de etanol.

El impacto que tienen los pardmetros del pretratamiento
alcalino sobre la hidrolisis enzimatica de la hoja de mazorca de maiz
es muy importante, ya que se busca que la celulosa reduzca su grado
de cristalinidad y aumente la celulosa amorfa, que es la méas adecuada

para el posterior ataque enzimatico.
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4.2.Hidrolisis de los compuestos enzimaticos
Se llevo a cabo la hidrélisis de la hoja de mazorca de maiz con el

extracto enzimatico.

Tabla N° 20. Variacion de los sélidos solubles (°Brix) reportados durante

las 48 horas de hidrdlisis enzimatica

Tiempo de Solidos solubles (°Brix)

H('ﬁgf::)'s R1 R2 R3 Promedio
0 1.3 1.7 1.3 1.4+/-0.57
12 1.9 2.0 2.2 2.0 +/-0.38
24 2.6 2.2 2.4 2.4 +/- 0.50
48 3.5 3.4 3.6 3.54 +/-0.24

En la Tabla N° 20, se observan que a medida que pasa el tiempo los
valores de sélidos solubles ascienden 2 °Brix aproximadamente; con lo que se

interpreta que las enzimas celulasas estan actuando y son efectivas.

4

Solidos solubles (°Brix)
o = N w
wv = (9] N wv w wv

o

0 12 24 36 48
Tiempo de hidrdlisis (horas)

Figura N° 23. Gréfica de Sélidos solubles (°Brix) durante las 48 horas de

la hidrdlisis enzimatica

En la Figura N° 23 se puede apreciar la tendencia ascendente de los
solidos solubles que se presenta durante las 48 horas de hidrolisis enzimatica
de los compuestos celuldsicos, indicando de esta manera la produccion de

glucosa.
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4.3.Fermentaciéon Alcohdlica

Tabla N° 21. Variacion de los solidos solubles (°Brix) reportados durante

los 5 dias de fermentacion alcohdlica

Tiempo de Solidos solubles (°Brix)
Fermentacion .
(dias) R1 R2 R3 Promedio
1 6.0 6.0 6.0 6.0 +/- 0.00
2 4.3 4.5 4.5 4.4 +/-0.27
3 3.8 4.0 3.6 3.8+/- 0.50
4 3.0 3.0 2.9 3.0+/-0.14
5 2.7 2.7 2.6 2.7+/-0.14
7
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Figura N° 24. Grafica de Sélidos solubles (°Brix) durante los cinco dias

de fermentacion alcohdlica

En la Tabla N° 21, se muestran los datos de sélidos solubles (°Brix)
durante los 5 dias de fermentacion, tiempo en el que se estabilizd la
fermentacion. Los °Brix consumidos en 5 dias son en promedio de 3.3. En la
Figura °N 24 se observa graficamente un comportamiento decreciente en el
valor de azlcares, esto se debe que a medida que pasa el tiempo la levadura
va consumiendo toda la glucosa contenida en el medio transformandola en

etanol y CO>
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La graduacion Brix es una medida de la cantidad de azucar en un
liquido. El azlcar se convierte en alcohol durante la fermentacion. A medida

que los °Brix disminuyen, la cantidad de alcohol en liquido aumenta.

Este valor de °Brix perdidos se parece a los valores obtenidos en el
trabajo de Paredes et al, en donde los °Brix consumidos fue de 4 para un

°Brix inicial de 6.

4.4.Determinacion de la concentracion de etanol
Con la finalidad de obtener el bioetanol se procedidé a destilar el
producto de la fermentacion alcohdlica. En la Tabla N° 22 se observa que se

obtienen 1.69 grados alcohdlicos.

Tabla N° 22. Concentracion de bioetanol evaluado por el método de
dicromato de potasio

Repeticion Absorbancia CC Etanol (%)
1 0.389 1.70
2 0.387 1.73
3 0.394 1.65
Promedio 0.390+/- 0.009 1.69 +/-0.10
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Tabla N° 23. Cantidad de etanol obtenido a partir de 100 g de residuos

de hoja de mazorca de maiz

Vol. Del liquido
obtenido Relacion
Residuos Residuos después de la Grado volumen de
Muestra Secos sin_ secos hidrol_isis con alcohélico etanol por
pretratamie | después del enzimas del liquido 100g de
nto pretratami | celulasasyla | fermentado residuos
ento concentracion a seco
6 °Brix
mL
g g mL °GL etanol/100 g
residuo
R1 100 68 764 1.70 12.99
R2 100 65 687 1.73 11.88
R3 100 71 822 1.65 13.56
Promedio 100+/- 0.0 65+/-7.45 758+/-160 1.69+/-0.10 | 12.81+/-2.12

En la Tabla N° 23 observa que con 100g de residuos secos, se obtiene
12,81 mL de bioetanol.

Sénchez et al. (81) menciona que el empleo de la biomasa
lignoceluldsica como materia prima en la obtencién de bioetanol, representa
una oportunidad relevante para la produccion de este biocombustible a bajos
costos, ademas de contribuir a la solucion de la problematica ambiental

generada por los desechos agroindustriales.

Los resultados revelaron que el bioetanol puede ser producido a partir
de residuos agricolas, tales como la hoja de mazorca de maiz, usando
celulasas en la hidrolisis enzimatica y posteriormente Saccharomyces

cerivisiae como organismos de fermentacion.

4.5. Cantidad de etanol obtenible a partir de hojas de mazorca de maiz

En la Tabla N° 24, se muestran valores de litros de bioetanol que se
produciria por toneladas de residuos frescos y secos, con el propdsito de tener
una idea del volumen de bioetanol que se obtendria por tonelada de residuos

generados.
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Asi se tiene que el bioetanol que se obtendria seria de 128.10 litros por
tonelada de residuo seco. En el trabajo de Paredes et al. (4), reporto que de los
residuos de banano se obtuvieron 267.10 litros de etanol/tonelada de residuo

Seco.

Tabla N° 24. Cantidad de etanol obtenible a partir de hojas de mazorca

de maiz
mL etanol L de L de
Solidos producido | etanol/ton | etanol/ton
Residuo por 100 g residuo residuo
secos (%) ;
residuo fresco seco
Seco
Hoja de
mazorca de 93 12.81 119.13 128.10
maiz
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

1. Se indujo y adapté Trichoderma sp. para la produccion de celulasas
utilizando medio de cultivo especifico para celulasas y Agar CMC , lo cual se

demostrd mediante el crecimiento del hongo en el medio.

2. Se determino que el mejor tratamiento para la obtencion de enzimas celulasas
a partir de Trichoderma sp. consistio en el uso de CMC al 0.5% en la
fermentacion en estado sélido y utilizando Tween 80 al 0.1% en la extraccion
de celulasa obteniéndose una maxima concentracion de 43.10 mg/dl de

glucosa, lo que es igual a mayor actividad enzimatica.

3. Se evalud el efecto del pH y la temperatura en la actividad celulasa,
resultando que a pH igual a 5 se obtiene 50.74 mg/dl de glucosa y una
temperatura de 50°C se obtiene 63.57 mg/dl de glucosa, estos son los valores
en que la enzima actia mejor durante la hidrélisis de sustratos

lignocelul6sicos.

4. Se obtuvo bioetanol por fermentacion alcohdlica de  Saccharomyces
cerevisiae a partir de hojas de mazorca de maiz utilizando las celulasas
obtenidas en una relacion de 12.81 mL de etanol por 100 g de residuo seco.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar una caracterizacion molecular de Trichoderma sp., para establecer
los parametros especificos para el crecimiento y desarrollo del

microorganismo.

2. Estudiar otros tipos de tecnologias para el pretratamiento de materiales

lignocelul6sicos.

3. Utilizar otros residuos lignocelulésicos, ya sea para realizar la FES o para
obtencion de bioetanol.

4. Realizar la concentracién y purificacion de las celulasas para contrastar con

los resultados obtenidos.

5. Evaluar la actividad enzimética a condiciones de tiempo mas prolongado.
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ANEXO N° 1 - FLUJOGRAMA DE ACTIVIDADES

Obtencion de Celulasas

TRATAMIENTO DE RESIDUOS
LIGNOCELULOSICOS

RECOLECCION
LAVADO Y
FILTRADO
E 4
ﬁgracs por 48 SECADO
MOLIENDA Picatodo
Molinex
Tamiz entre TAMIZADO
1.46 mmy 1.75
mm
ESTERILIZADO
FERMENTACION EN ESTADO
SOLIDO
ACONDICIONADO Solucion  de
CMC al 0.5%,
orujo de uva,
4.5x107 INOCULACION 70% de humead
esporas
INCUBACION
7 dias
EXTRACCION
LAVADO Y
MEZCLADO
Tween 80 al
0.1% en Shaker
por 30 min y FILTRADO
120 rpm.
CENTRIFUGADO
10 min. Y 120
Determinacion EXTRACTO rpm.
del efecto del ENZIMATICO
pH vy de Ila
Temperatura
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Obtencion de Bioetanol

60°C por 48
horas.

NaOH al 1%

Con agua hasta
pH neutro

Buffer Citrato a
pH5

A 6 °Brix

5 dias a 32°C y
pH entre 35y
4,0

RECOLECCION

LAVADO Y FILTRADO

SECADO

MOLIENDA

TAMIZADO

ESTERILIZADO

ADICION DE ALCALI

TRATAMIENTO TERMICO

LAVADO

SECADO

AJUSTE DE pH

ADICION DE ENZIMAS

INCUBACION

FILTRADO

CONCENTRADO

ACONDICIONADO

INCUBADO

DESTILADO

BIOETANOL
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Picatodo
Molinex

Autoclave a 121°C
por 60 min.

60°C por 48
horas.

48 horas a 50°C
y Control de
°Brix

1 g/l de Levadura, 0.48 g/l
de urea y 0.24 g/l de
sulfato de amonio.

Determinacion de
Bioetanol pro el método de
Dicromato de potasio.
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ANEXO N° 2 - IDENTIFICACION DEL Trichoderma sp. (82)

A. Estructura Macroscopica
Las caracteristicas que evaluaron fue el color, aspecto, bordes, y velocidad de
crecimiento de las colonias; al inicio las colonias eran de color blanco y
crecian en forma de copitos de algodon y mientras maduraban cambiaban de
color a verde esmeralda formando esporas del mismo color, el tiempo de
crecimiento aproximadamente es de 6 a 8 dias, que es cuando alcanza su

madurez, como se puede apreciar en la figura 25.

Figura N° 25. Identificacion Macroscépica del hongo Trichoderma sp. en
medio PDA

B. Identificacion Microscopica del Trichoderma sp.
Por medio de la microscopia éptica se observo la forma y disposicion de las
fialosporas y fialides como también la forma y la formacion de las esporas, al
igual que las hifas. Las estructuras caracteristicas indicaron que la cepa

observada se trataba de Trichoderma sp.
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REPOSITORIO DE

c) Conidios
b) Fialide

a) Conidioforo

d) Esporas

Figura N° 26.- Observacion Microscépica del Trichoderma sp. a 100X con
KOH al 10%: Se observa la forma caracteristica de a) Conidiéforos, b)

Fialides, c) Conidios y d) Esporas.
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ANEXO N° 3 - ANALISIS FISICO QUIMICO

Tabla N° 25. Valores experimentales del contenido de lignina, celulosa y

hemicelulosa del orujo de uva y hoja de mazorca de maiz en base seca

Compuesto Orujo de uva rojo |Hojade mazorca de
(%) maiz (%o)
Celulosa 15.39 35.93
Hemicelulosa 6.69 33.72
Lignina 17.81 12.84

Fuente: El analisis fisico quimico fue realizado por el laboratorio Servilab de la
UNSA
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cLucoseMr (€

REF 1129005 REF 1120010 REF 1129015 L A MR
2xs0m. exo0mt exzsomt GLUCOS
Meétodo enzimético colorimétrico
CONTENIDO CONTENIDO CONTENIDO
R1.Reactivo 2x 50 mL | R1.Reactvod x 100 mL | R1.Reactivo 4 x 250 mL PUNTO FINAL
CAL. Patrén 1 x 3 mL CAL. Patrén 1 x 3 mL CAL. Patrén 1 x 3 mL
Sélo para uso diagnéstico in vitro
FUNDAMENTO INTERFERENCIAS
En la reaccion de Trinder'”, la glucosa es oxidada a D-gluconato - : li f i
por la glucosa oxidasa (GOD), con formacidn de perdxido de 2 p.eml.? {traliphd ) puade alactar tos esultados;
idrégeno. En p ia de per (POD), el fenol y la 4- - Bilirrubina (= 10 mg/dL) puede afectar los resultados.

ina {4-AA) se an por accion del perbxido de -~ Hemoglobina (> 1 g/L) puede afectar los resultados.
hidrégeno, formando una quinonaimina roja proporcional a la
concentracién de glucosa en la muestra.

GOD EQUIPO ADICIONAL
#-D-Glucosa + H,0 + O, —> D-Gluconato + H,0,

Otros medicamentos y sustancias pueden interferir’,

-~ Fotémetro o colorimetro para mediciones a 500 + 20 nm.

H:0: - Unidad termostatizada ajustable a 37°C.
4-AA + Fenol E’ Quinonaimina + H:0 - Pipetas de volumen variable para reactivos y muestras.
COMPOSICION DE LOS REACTIVOS TECNICA
- :-Tampdn fael 100 mmeul :pti-o7 2, 1. Equllibrar reactivos y atemp b

glucosa oxidasa > 10 KU/L, peroxidasa > 2 KU, 4- 2

aminoantipirina 0.5 mmol'L, fenol 5 mmoliL. Pipetear.en tubos rotulados:

[CAL| Patrén de Glucosa. Glucosa 100 mg/dL (5,55 mmollL). TUBOS Blanco Migitia CAL. Patrén
Patrén primario de matriz orgénica. El valor de
concentracién es trazable al Material de Referencia
Certificado 917b. R!. Monoreactivo 1,0mL 1.0mL 1,0 mL

Muestra - 10uL -
ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD CAL. Patrén = - 10 ul
,i’ Conservar a 2-8'C.
Todos los del kit son bles hasta la fecha de 3. Mezclar y reposar los tubos 10 minutos a temperatura ambiente
ducidad indi en la etiq .M los frascos cerrados, 6 5 minutos a 37°C.

4. Leer |la absorbancia (A} de la muestra y el patrén a 500 nm

protegidos de la luz y evitar la contaminacion durante su uso. £
frente al blanco de reactivo.

Descartar si se observan signos de deterioro:
- Presencia de particulas y turbidez.

- Absorbancia del Blanco (A) & 500 nm > 0,100 en cubeta de 1 cm. El color es estable 2 horas protegido de la luz.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS CALCULOS

A Muesira

El Monoreactivo y el Patron estén listos para su uso.
% C pawen = ma/dL glucosa

A Patron
MUESTRAS
M con superiores a 500 mg/dL deben
diluirse 1:4 con solucién salina y repetir el ensayo. Multiplicar los
resultados por 4.

Suero o plasma heparinizado libre de hemadlisis.
La glucosa es estable unas 24 horas a 2-8'C, cuando el suero o el

plasma se separa dentro de los 30 minutos posteriores a la Para exp los ltados en
extraccion. mg/dL x 0.0555 « mmolL

des S| apkcar:

LINEAR CHEMICALS S.L. Joaquim Costa 18 2° planta. 08390 Montgat. Barcelona, SPAIN
Telf. (+34) 934 694 990 Fax. (+34) 934 693 435. website www_ linear.es

JALITY SYSTEM CEATIFIED
IS0 9001 1SO 13485
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VALORES DE REFERENCIA® CARACTERISTICAS ANALITICAS

S , pl 3
WSTG. P A {51l S - Limite deteccion: 0,63 ma/dL

Adultos 70 - 105 mg/dL (3.89 - 5,83 mmollL) - Linealidad. Hasta 500 mg/dL
Nifios 60 - 110 mgidL (3.33 - 6,11 mmoliL) - Precision
mg/dL Intraserial Interserial
Neonatos 40 - 60 mg/dL (2,22 - 3,33 mmolL) Media | 113.3 | 2795 | 1133 | 2795
Se da que cada lab i b su proplo rango de DE 1,71 2.7 2,76 | 3.61
referencia. Cve 15 097 | 244 | 129
N 10 10 10 10
CONTROL DE CALIDAD
El empleo de un calibrador para calcular los 1 permite - Sensibliidad. 3,5 mA/ mg/dL glucosa.
obtener una exactitud | d del sist 9 - Correlacion. Este ensayo {y) fue comparado con un método
empleado. comercial similar {x). Los resultados fueron los siguientes:

Para un control de calidad adecuado, se incluirdn en cada serle
controles valorados (normales y elevados) que se tratardn como
muestras problema.

N « 65 r= 0,99 y=1,03x-075

Las caracteristicas analiticas han sido generadas usando un

REF| 1980005 HUMAN MULTISERA NORMAL instr atico. Los ¢ dos pueden variar segun el
Valorado. Nivel normal de glucosa. instrumento utilizado.

EEF- 1985005 HUMAN MULTISERA ABNORMAL
Valorado. Nivel elevado de glucosa. REFERENCIAS

Si los resultados obtenidos se encuentran fuera del rango de
I revisar el instr los t y la técnica usada.
Cada la‘t?oralono debe establecer su proplo Control de Calidad y Barham, D. y Trinder, P. Analyst. 97 : 142 (1872).
sl e cusndaos no eon:laa. Szasz, B., Hurt, K. y Busch, EW. J. Clin. Chem. Clin.
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ANEXO N° 5 - METODO DEL DICROMATO DE POTASIO

Preparacion de la solucion de dicromato y curva de calibracion

-Preparacion de soluciones

v" Mezcla sulfocromica: 500 mL de acido sulfurico al 12.88% mas 0.75 g de
dicromato de potasio.

v" Solucién de &cido sulfurico al 13.72%

v" Solucion madre: 20 mL de mezcla sulfocromica y 32 mL de solucién de
acido sulfarico al 13.72%

v Solucioén de carbonato de potasio saturada

-Curva de calibracion

Se prepararon 5 soluciones de etanol con las siguientes concentraciones 1%, 2%, 3%,
4% y 5% en tubos de ensayo con 1 mL de cada concentracion, a cada tubo de ensayo
se le afladié 3 mL de solucion madre y 2 mL de solucién de carbonato saturada,
dichos tubos de ensayo fueron cerrados herméticamente y colocados a bafio Maria a
35°C por 20 min, transcurrido el tiempo cada uno de los tubos se leyeron en el

espectrofotometro a 400 nm para realizar la curva de calibracion.

Tabla N° 26. Absorbancias a para concentraciones conocidas de etanol

Etanol (%0) Absorbancia

0.454
0.372
0.259
0.174
0.104

gl B~ W NP
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Figura N° 27. Curva de calibracion para el etanol
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ANEXO N° 6 - ANALISIS ESTADISTICO

Tabla N° 27. Concentracion de glucosa (mg/dl) para la evaluacién de la actividad de enzimas celulasas obtenidas de Trichoderma

sp.
Ensayo Disolventes Concentracion Tiempo (minutos)
de CMC
10 20 30 40 50 60 70 80 90

1 NaCl 0.1 % CMC 8.24 9.15 10.04 1295 1579  18.17  22.89 27.46  33.78  33.67
2 NaCl 0.1 % CMC 6.86 9.67 1236 1465 17.75 19.16 2576 26,59  29.56  34.76
3 NaCl 0.1% CMC 8.76 8.82 10.72  13.82 14.76  19.71  24.82  24.83  30.13  32.80
4 NacCl 0.3% CMC 10.50  16.34  21.08  23.12 2712 2581 3051 3347 3409  35.40
5 NaCl 0.3% CMC 10.28  17.83  23.40 25.78 27.28 2862 3214 3339 3410 3295
6 NaCl 0.3% CMC 9.71 15.47 2150 24.25 2595 2699 31.83 30.76 3471  32.67
7 NaCl 0.5% CMC 8.89 1446 1451  20.64  25.09 3423 3549 3324 3467 36.24
8 NaCl 0.5% CMC 8.95 10.43  18.05 17.84 2042 3035 3764 3619 3565 3556
9 NaCl 0.5% CMC 1036  13.36  16.42 2060  26.42  29.45 36.23 3814 36.81  38.10
10 Tween 0.1 % CMC 9.66 1138  21.61 2414 2629 31.03 3276 3482 39.28  38.88
11 Tween 0.1% CMC 7.32 14.49 2343 2521 2969 30.66 31.36 34.39 3812 3754
12 Tween 0.1 % CMC 8.05 10.73  19.14 25.82 2883 2739 3038 36.88 3894 3571
13 Tween 0.3% CMC 10.25 1198  17.36 2499 3353 3643 3959  40.25 41.27  40.36
14 Tween 0.3% CMC 8.84 11.16  18.11  23.18  29.73  39.29 3893  41.32 3931 4021
15 Tween 0.3% CMC 8.35 9.25 16.25  21.55  30.24  40.21  39.25 4124 4112  39.36
16 Tween 0.5% CMC 1034  19.85  19.41  28.40 3438 36.65 4376 4213 4360  44.07
17 Tween 0.5% CMC 11.80  15.03  19.22  26.08 36.98 3593 4334 4382 4436  43.71
18 Tween 0.5% CMC 12.35  16.32  17.32  25.44 3492  36.63 4255 4225 4332 4527
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Figura N° 28. Grafica de tendencias de la concentracion de glucosa
(mg/dl) para la evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas

de Trichoderma sp. segun concentracion de CMC
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Figura N° 29. Grafica de tendencias de la concentracion de glucosa
(mg/dl) para la evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas

de Trichoderma sp. segun disolvente.
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Figura N° 30. Promedios de la concentracion de glucosa (mg/dl) para la
evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas de Trichoderma sp.

segun tiempo

Tabla N° 28. Analisis interactivo para la concentracion de glucosa
(mg/dl) para la evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas

de Trichoderma sp. por concentracion de CMC y tiempo

Contraste 1 minuto 10 minutos | 20 minutos | 30 minutos | 40 minutos
0.1 % CMC (8.14 (a) 10.71 (a) 16.22 (a) 19.43 (a) 22.18 (a)
0.3% CMC [9.66 (a,b) 13.67 (b) 19.62 (b) 23.81 (b) 28.97 (b)
0.5% CMC ]10.45 (b) 14.91 (b) 17.49 (a) 23.16 (b) 29.70 (b)
Contraste 50 minutos | 60 minutos | 70 minutos | 80 minutos | 90 minutos
0.1% CMC (24.35 () 27.99 (a) 30.82 (a) 34.96 (a) 35.56 (a)
0.3% CMC [32.89 (b) 35.37 (b) 36.73 (b) 37.43 (b) 36.82 (a)
0.5% CMC |[33.87 (b) 39.83 (¢) 39.29 (¢) 39.73 (¢) 40.49 (b)
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Tabla N° 29. Anélisis interactivo para la concentracion de glucosa
(mg/dl) para la evaluacion de la actividad de enzimas celulasas obtenidas

de Trichoderma sp. por disolvente y tiempo

Contraste 1 minuto 10 minutos | 20 minutos | 30 minutos | 40 minutos

NaCl 9.17 (a) 12.83 (a) 16.45 (a) 19.29 (a) 22.28 (a)

Tween 9.66 (a) 13.35 (a) 19.09 (b) 24.97 (b) 31.62 (b)
Contraste 50 minutos | 60 minutos | 70 minutos | 80 minutos | 90 minutos
NaCl 25.83 (a) 30.81 (a) 31.56(a) 33.72 (a) 34.68 (a)
Tween 34.91 (b) 37.99 (b) 39.67 (b) 41.03 (b) 40.56 (b)

Tabla N° 30. Analisis estadistico descriptivo de la concentracion de
glucosa (mg/dl) obtenida por accion de enzimas celulasas de Trichoderma

sp. a diferentes pH

pH4 pH45 pHS5 pH53 pHS55 pH 6

Recuento 3 3 3 3 3 3
Promedio 24.98+/ 34.28+/- 50.74+ 37.85+ 36.34+/- 31.11+/-

-6.52 1474 [-356 /-4.14 5.18 16.01
Mediana 23.47 3484 5044 37.14  36.52 29.61
Varianza 6.8857 35.2196 2.0556 2.7770 4.3507 41.5592
Desviacion

, 2.6240 59346 1.4337 1.6664 2.0858 6.4466
Estandar

Coeficiente de 10.50% 17.31% 2.83% 4.40% 5.74%  20.72%

Variacion

Minimo 23.46 28.09 4948 36.65 34.17 25.54
Méximo 28.01 3992 523 39.75 3833 3817
Rango 4.55 11.83 2.82 3.10 4.16 12.63
Sesgo

Estandarizado 1.2247 -0.2958 0.6366 1.1067 -0.2725 0.6989
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Tabla N° 31. Concentracion de glucosa (mg/dl) obtenida por accién de

enzimas celulasas de Trichoderma sp. a diferentes temperaturas

Tiempo (horas)
Ensayo Temperatura

0 1 2 3 4 5
1 37 °C 13.60 12.84 13.59 14.68 17.97 17.49
2 37 °C 11.12 13.57 14.58 15.46 16.69 31.95
3 50 °C 12.33 22.17 42.07 41.40 56.85 51.03
4 50 °C 10.52 33.19 41.40 62.04 68.38 89.87
5 60 °C 13.55 25.79 52.07 82.82 65.17 72.30
6 60 °C 14.55 29.61 34.56 32.22 38.07 45.22
7 50 °C-pH5 9.30 42.25 32.35 37.45 43.21 57.22
8 50 °C-pH5 11.95 19.67 19.34 52.22 51.86 64.91

80 - - Temperatura
1 =371 °C
i 1 == 50 °C-pH5
- T - w OC
60 1 —60°C
@ ]
fal ;
o
20 - o
0t il
Oh 1h 2h 3h 4h 5h
Tiempo

Figura N° 31. Grafica de tendencias de la concentracion de glucosa (mg/dl)
obtenida por accion de enzimas celulasas de Trichoderma sp. a diferentes
temperaturas
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Figura N° 32. Promedios para la concentracion de glucosa (mg/dl) obtenida por

accion de enzimas celulasas de Trichoderma sp. a diferentes tiempos

Tabla N° 32. Comparaciones multiples para la concentracion de glucosa (mg/dl)

obtenida por accion de enzimas celulasas de Trichoderma sp. a diferentes

tiempos
Tiempo Promedio
Oh 12.072
1h 28.89°
2h 33.24°
3h 38.29¢
4h 46.02°
5h 53.25¢
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Tabla N° 33. Anélisis interactivo para la concentracion de glucosa
(mg/dl) obtenida por accién de enzimas celulasas de Trichoderma sp. a

diferentes temperaturas

oh 1h 2h 3h 4h 5h
37 °C 12.36 (a,b) |13.21 (a) |14.09 (a) |15.07 (a) |17.33 (a) [30.22 (a)
50 °C - pH 5(10.43 (3) |40.96 (b)|43.85 (b)[49.835 (b) |52.53 (b) |63.56 (b)
50 °C 11.43 (a,b) |32.68 (c) |41.73 (b) |44.22 (c) |57.61 (c) [60.45 (b.C)
60 °C 14.05 (b) |28.70 (d)|33.32 () |44.02 () |56.62 (c) [58.76 (C)
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