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RESUMEN

Los residuos agroindustriales, en los ultimos afios han adquirido cada vez mayor importancia
debido a su uso en procesos fermentativos para producir diversos productos que tiene valor por
su importancia bioldgica y en su aplicacion en la industria de alimentos. Por lo tanto, en los
altimos afos, centros de investigacion y universidades en el mundo han realizado mdltiples
investigaciones a escala de laboratorio en obtencion de enzimas lignoceluloliticas a partir de
hongos de la podredumbre blanca empleando como sustratos residuos lignoceluldsicos, ya que la
utilizacion de éstos ha resultado ser atractivo para la produccion de enzimas.

En cuanto a los hongos de la podredumbre blanca se encuentra Pleurotus ostreatus que es
capaz de crecer sobre sustratos muy econémicos como los residuos lignocelulosicos, y producir
enzimas lignoliticas y celuloliticas con numerosas aplicaciones. Sin embargo, ain hay poca
informacidn acerca de la obtencion de celulasas a partir de este hongo, ya que la mayor parte de
las investigaciones se centran en su produccion aprovechando residuos lignocelulésicos para su
crecimiento, pues este es un hongo comestible que ademas de su facilidad de cultivo es de gran
calidad nutricional, por lo tanto, la mayor parte de las investigaciones se centran en su
produccidn con residuos dejando aparte la produccion de extractos enzimaticos producidos por
este hongo durante su desarrollo micelial.

En el presente trabajo se determind espectrofotométricamente la actividad enzimatica
(celulasas) de P. ostreatus en bagazo de fique como sustrato. Los ensayos enzimaticos se
realizaron sobre papel filtro y CMC segun los métodos establecidos por la IUPAC. La actividad
celulasa total (FPasa, actividad sobre papel filtro) fue determinada por la medicion de azucares
reductores producidos de la accion enzimatica sobre el papel filtro; la actividad endoglucanasa

fue determinada por la medicion de azUcares reductores liberados de una solucion de CMC al
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2%. Los ensayos fueron realizados con buffer de citrato 0.05 M a pH 4.8 e incubados a 50 °C por
30 min para CMC y 60 min para papel de filtro. ElI contenido de azucares reductores fue
determinado usando el método de acido 5-dinitrosalicilico. Se compararon las actividades
enzimaticas para seis tiempos de produccion (9, 16, 20, 26, 32, 36 dias). De estos se encontro
que P. ostreatus coloniz6 por completo el sustrato a los 20 dias, etapa en donde se dio la mayor
actividad para FPasa con un valor de 0.9978 FPU/mI. Luego de esto a los 26 dias se dio la
aparicion de primordios, periodo en el que la actividad de CMCasa, fue méxima con un valor de
0.5989 I1U/ml. Estos periodos de produccién del hongo en donde se dio la mayor actividad
enzimatica fueron tomados para la respectiva optimizacion de las condiciones de extraccion de
celulasas con soluciones buffer a diferente pH y evaluadas a diferentes temperaturas de hidrolisis
con el fin de obtener la mayor actividad enzimatica. La méaxima actividad enzimética para FPasa
y CMCasa se dio a 69 y 64 °C respectivamente, indicando que estas enzimas fueron termofilas;
para el caso del pH para CMCasa y FPasa no varié, en ambos casos se encontré una mayor
actividad enzimética a un pH de 6. Finalmente se estudié de la degradacion de residuos de papel
con las celulasas de P. ostreatus bajo las condiciones 6ptimas encontradas; se encontré que a las
9 horas de hidrolisis hubo una produccion de glucosa (mg/ml) con valores de 1.29mg/ml para el
papel control(A), 1.11mg/ml para papel previamente tratado(B) y 0.58 mg/ml para papel con
tinta(C), después de las 9 horas la produccién de glucosa tiende a ser constante en el tiempo para
(A), (B), y (C), encontrando un aumento poco significativo a las 12 horas.

Palabras Claves: Celulasas, Pleurotus Ostreatus, pH, Temperatura, Fermentacion en estado

solido.
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ABSTRACT
Agroindustrial waste in recent years have become increasingly important because of its use
in fermentation processes to produce various products that have value for their biological
importance and its application in the food industry. Therefore, in recent years, research centers
and universities in the world have conducted multiple investigations at laboratory scale as
obtaining lignocellulolytic enzymes from fungi of white rot using as waste substrates
lignocellulosic, since the use of these has proved attractive to the production of enzymes.

As for the white rot fungus Pleurotus ostreatus is that it is able to grow on substrates such as
very economical agricultural and agroindustrial waste, and producing lignolytic and cellulolytic
enzymes with numerous applications. However, there is still little information about obtaining
cellulases from this fungus, since most of the research focuses on production taking advantage of
lignocellulosic residues for growth, as this is an edible fungus that besides its ease culture is of
great nutritional quality, therefore, most of the research focuses on production residues apart
from the production of enzymatic extracts produced by this fungus during mycelial growth.

In the present study enzyme activity (cellulases) P. ostreatus bagasse sisal as substrate was
determined spectrophotometrically. Enzyme assays were performed on filter paper and CMC
according to the methods established by IUPAC. Cellulase activity Total (FPase, activity on
filter paper) was determined by measurement of reducing sugars produced enzyme action on the
filter paper; endoglucanase activity was determined by measuring reducing sugars released from
a solution of 2% CMC. The tests were performed with 0.05 M citrate buffer at pH 4.8 and
incubated at 50 ° C for 30 min to 60 min for CMC and filter paper. The content of reducing
sugars was determined using the method of 5-dinitrosalicylic. (9, 16, 20, 26, 32, 36). Of these P.

ostreatus it found that completely colonized the substrate at 20 days, stage where most FPase
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activity gave a value of 0.9978 to FPU / ml. After 26 days it began to appear primordia, period in
which CMCase activity was highest with a value of 0.5989 IU / ml. These periods of mushroom
production where higher enzyme activity was given were taken to respective optimization of
extraction conditions cellulases with buffer solutions at different pH and evaluated at different
temperatures of hydrolysis in order to obtain the highest enzymatic activity. Maximal enzyme
activity and CMCase FPase gave 69 and 64 ° C respectively, indicating that these enzymes were
thermophilic, for the case of pH for CMCase and FPase not vary, in both cases a greater enzyme
activity was found at pH 6. Finally studied the degradation of waste paper with cellulases P.
ostreatus under optimum conditions encountered; was found at 9 hours of hydrolysis was a
production of glucose (mg / ml) with values of 1.29mg / ml for the control paper (A), 1.11mg /
ml pretreated paper (B) and 0.58 mg / ml paper with ink (C), after 9 hours glucose production
tends to be constant over time for (a), (B) and (C), finding a highly significant at 12 hours
increased.

Keywords: Cellulases, Pleurotus Ostreatus, pH, Temperature, Fermentation in solid state
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INTRODUCCION

Colombia por su posicion geografica y variedad de climas, ofrece condiciones favorables para
el desarrollo de actividades agropecuarias. El pais cuenta con una superficie continental de
114.174.800 hectéreas, de las cuales el 44.77% se estima que se destina a la actividad
agropecuaria. Esto evidencia que en Colombia el sector agropecuario es una fuente importante de
biomasa residual agricola. La biomasa de este sector estd conformada por los subproductos que
se generan por los procesos de recoleccion como residuos agricolas de cosecha y residuos
agroindustriales (Hernandez, Prada, Zapata, Cardona & Duarte, 2011). Y si estos no son
reciclados o procesados apropiadamente genera una alta tasa de contaminacién debido a la
problemética de su disposicion final, provocando una acumulacion de estos y finalmente la
contaminacion de los recursos naturales: suelo, agua y aire, ademas de plantas y animales de los
alrededores; también lastimosamente, a nivel global muchos de estos residuos son generalmente
eliminados mediante la quema de biomasa (Vallejos, 2013).

Sin embargo, en los Gltimos afios ha habido un interés significativo en el uso eficiente de los
residuos agricolas y agroindustriales, por lo tanto, varios procesos se han desarrollado con estos
materiales como sustratos en bioprocesos para la produccion de proteinas, acidos organicos,
etanol, hongos comestibles, enzimas y metabolitos secundarios biolégicamente importantes
(Reddy, Babu, Komaraiah, Roy & Kothari, 2003).

Entre los diferentes residuos agroindustriales se encuentra el bagazo de fique, un residuo tipo
lignocelulosico, compuesto en mayor proporcion de celulosa, seguido de hemicelulosa y lignina
(Castro, Guzméan & Escalante, 2014). Estos materiales lignocelulosicos son sustratos eficientes

para hongos de la podredumbre blanca, que produce enzimas ligninoliticas y celuloliticas que
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tienen numerosas aplicaciones en procesos industriales para el uso de alimentos, medicamentos,
textiles y tintes (Reddy et al., 2003).

En cuanto a las enzimas celuloliticas (celulasas) son empleadas a nivel industrial en procesos
de hidrolisis de celulosa a glucosa (Rangel, 2012). Las celulasas son el medio tecnolégico mas
prometedor en la conversion de la biomasa lignocelulésica, para la produccion de etanol
celulésico (Khalil, Hoque, Basunia, Alam & Khan, 2011), esto ha llevado que las celulasas sean
enzimas de gran importancia industrial, ademas de que se espera la demanda de esta enzima este
altamente motivada por las industrias de produccién de biocombustibles. Por ello, la produccion
y eficiencia de las celulasas se ha convertido en uno de los principales puntos de atencion a
enfocar a escala industrial (Srivastava et al., 2017).

Por lo anterior el presente estudio se centr6 en determinar la actividad enzimatica (celulasas),
del hongo de la podredumbre blanca Pleurotus ostreatus, cultivado en bagazo de fique y la vez
se evaluo su potencial mediante el estudio de las celulasas en la hidrolisis en papel y de esta
forma determinar sus posibilidades industriales, lo cual impulsa la gestion ecolégica de los

residuos y la importancia de su buen aprovechamiento.



UTILIZACION DE CELULASAS 18

1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Colombia es el primer productor de fibra de fique a nivel mundial, esta planta es utilizada
desde tiempos inmemoriales para artesanias y empaques (Hoyos, Velasco & Lopez, 2012). No
obstante, la aplicacion de las fibras del fique solo es aprovechado el 4%; el 96% restante es
subutilizado y frecuentemente desechado. Esta fraccion no utilizada corresponde, en menor parte
(aproximadamente 25%), a los biosolidos (bagazo) generado del proceso de extraccion de la
fibra; este bagazo se dispone frecuentemente sobre los suelos sin control alguno, generando
malos olores y atraccion de vectores (Lozano, 2011).

Dado que el bagazo de fique casi siempre es desechado como residuo (Lozano, 2011), surge
la necesidad de encontrar mayores y mejores aplicaciones para éste; ya que al ser un residuo tipo
lignocelulosico, se puede emplear como sustrato para el cultivo de hongos filamentosos, capaces
de producir enzimas extracelulares con importantes aplicaciones industriales, como las celulasas,
que pueden ser empleadas en la hidrolisis de biomasa lignoceluldsica para la produccion de
etanol (Medina, Nufiez & Ordofiez, 2010).

Ademas, las celulasas juegan un papel importante en las economias emergentes de varios
procesos biotecnoldgicos como alimentos, textiles, papel, agricultura y la bioenergia. Sin
embargo, el coste de produccion de estas enzimas es muy alta, representan el 40-60% del coste
total de la produccion, igualmente las celulasas de fuentes comerciales para la produccién de
etanol celulésico contribuyen con el 22.5-43.4% del costo total; esto constituye en un obstaculo
importante en su comercializacion, por esta razon en los Gltimos afios las investigaciones se han

centrado en la reduccion del costo de esta enzima, mediante el empleo de abundante biomasa
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lignocelulésica, especialmente de residuos agricolas o agroindustriales como sustratos para
ayudar a reducir su precio (Dhillon, Oberoi, Kaur, Bansal & Brar, 2011).

Por lo anterior, el presente estudio plantea y evalla la obtencion de celulasas, empleando
como sustrato bagazo de fique y con el hongo de la podredumbre blanca P. ostreatus, debido a
que este hongo produce una amplia gama de enzimas lignoceluloliticas extracelulares, también
denominadas enzimas fibroliticas, que incluyen: xilanasas, celulasas y lacasas (Membirillo,
Sanchez, Meneses, Favela & Loera, 2008), ademas hasta el momento no se han realizado
investigaciones en cuanto a la obtencion de celulasas con este residuo y con este tipo de hongo,
por lo tanto, la investigacién da la posibilidad de dar un mayor valor agregado a este residuo
utilizandolo en fermentacion en estado s6lido como soporte y fuente de carbono para inducir la
produccion de celulasas y de esta forma ofrecer una alternativa de manejo a los residuos para el
pequefio agricultor. Ademas P. ostreatus es uno de los hongos comestibles méas estudiado y
cultivado durante los ultimos afios por su facilidad de cultivo y su calidad nutricional (Lépez,
Hernandez, Suérez & Borrero, 2008); el cual lo convierte ain mas como una de las mejores
alternativas para aprovechar los residuos lignocelulésicos.

Al mismo tiempo, se evaluo las celulasas de P. ostreatus en la hidrdlisis de celulosa sobre
residuos de papel, con el fin de determinar su efectividad en la hidrolisis sobre dicho residuo, ya
que con la investigacion no solo se buscd aprovechar uno de los residuos lignocelulésicos como
lo es el bagazo de fique sino también aprovechar residuos sélidos municipales; dentro de estos el
papel que se ha convertido en un serio problema de contaminacion ambiental; ya que por una
parte, la tecnologia de reciclado de papel presenta limitaciones; por ejemplo, se necesita una
tecnologia eficaz para la eliminacion de tinta para la produccion de productos de papel de alta

calidad; la fibra de papel solo se puede reciclar a través de un numero limitado de ciclos y el
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reciclaje del papel es muy dificil si este se ha mezclado con otros residuos organicos (residuos de
cocina, jardin, etc) (Wang, Sharifzadeh, Templer & Murphy, 2012). En este sentido la aplicacion
de las celulasas sobre residuos de papel se ve como la bldsqueda de nuevas alternativas y
desarrollo de procesos industriales con bajo impacto ambiental y a su vez que contribuyan la

investigacion de biocombustibles con bajos costos de produccion.

1.2. Formulacién del problema
¢Cuales son las condiciones Optimas de reaccion de las celulasas obtenidas de Pleurotus

ostreatus a partir de fermentacion solida y su potencial en la sacarificacion del papel?



UTILIZACION DE CELULASAS 21

1.3. Justificacion

El beneficio del fique en Colombia genera alrededor de 20.800 Kg de residuos por hectarea
sembrada, conformados por jugo y bagazo; estos residuos actualmente son desechados al medio
ambiente sin ningun tratamiento (Castro, Escalante, Quintero & Guzmaén, 2009). Teniendo en
cuenta que el cultivo de esta planta es el inico medio de subsistencia de cerca de 13000 familias
campesinas en Colombia y genera mas de 60000 empleos directos (Lozano, 2011), surge la
necesidad de buscar usos alternativos para estos residuos, de esta forma se evitaria el desperdicio
de grandes cantidades de materia prima (bagazo de fique), que son considerados por muchos
fiqueros como un residuo sin valor.

Por otra parte, hoy en dia la busqueda de materias primas de bajo coste y facil adquisicion que
puedan ser utilizados como sustratos fermentables, constituye uno de los retos mas interesantes
de la biotecnologia, es por ello que los residuos lignocelulésicos son considerados cada vez mas
como recursos potenciales, pues ademas del interés econdmico que tienen por la produccion de
productos de mayor valor agregado (enzimas, proteinas, pigmentos, etc), la utilizacién de estos
residuos tienen incidencia en la preservacion de la calidad del medio ambiente, al considerar el
desarrollo de tecnologias orientadas a la transformacion sustentable de los recursos naturales
(Barragan, Téllez & Laguna, 2008). EI uso de estos residuos en los bioprocesos puede
proporcionar sustratos alternativos y a su vez ayudar a resolver los problemas ambientales, que
de otro modo son causados por su eliminacion (Reddy et al., 2003).

Igualmente, la biomasa lignocelulosica no es so6lo un recurso renovable, sino también la
fuente mas abundante de componentes organicos de gran abundancia en la tierra. Hasta la fecha,
se han realizado varias investigaciones sobre la utilizacion eficaz de los materiales

lignocelulosicos (Taniguchi et al., 2005), segun el cual los residuos agroindustriales, son una
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gran opcion economicamente factible para la produccion de enzimas celuloliticas (Arteaga,
Garza, Villarreal, Gomez & Cantu, 2014).

Segln estudios previos, los hongos de pudricién blanca como P. ostreatus son capaces de
crecer sobre sustratos muy econémicos como los residuos lignocelulésicos (Manjarrés, Castro &
Rodriguez, 2010), y producir enzimas lignoliticas y celuloliticas que tienen numerosas
aplicaciones (Reddy, et al., 2003). Ademaés, P. ostreatus tiene ventajas adaptativas que son: la
rapida colonizacion de los sustratos y una eficiente remocion de los productos de hidrolisis, estas
caracteristicas los distinguen de los demas organismos como los principales descomponedores de
materiales celulésicos (Paredes, 2010). También, los hongos de la podredumbre blanca crecen en
la naturaleza en condiciones de estado sélido, lo cual puede ser ventajoso para el desarrollo de
bioprocesos (Reddy et al., 2003), ya que uno de los sistemas mas baratos de produccion de
enzimas es la fermentacion en estado sélido, debido a que se requiere menos capital, el medio de
fermentacion es simple, no requiere de un riguroso control de pardmetros de fermentacion y
produce menos aguas residuales (Bansal, Tewari, R. Soni, & S. Soni, 2012). Ademas, la
fermentacion en estado solido da lugar a una preparacién enziméatica que es mas concentrada y
por tanto méas adecuada para aplicaciones de conversion de la biomasa (Dhillon et al., 2011).

La importancia de la produccion de celulasas utilizando hongos con capacidad de degradar
celulosa se basa en que esta constituye una de las moléculas orgéanicas renovables mas
importantes del planeta, pues al usar residuos lignocelulésicos que son una materia prima
accesible, son sustratos aptos para un proceso de fermentacion en estado solido y ademas se
puede obtener la micro flora nativa que presente actividad celuldsica. Igualmente, el uso de
hongos filamentosos para la produccion industrial de importantes metabolitos ha aumentado

rapidamente en los dltimos afios, por el potencial de secrecion de enzimas hidroliticas, que se
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caracterizan por la formacion de hifas que les permiten ser mas eficientes y competitivos al
colonizar matrices sélidas (Mora, 2015).

Por lo tanto, el desarrollo de esta propuesta de trabajo de grado contribuyé a obtener un
conocimiento aplicado de los hongos de pudricion blanca sobre la evaluaciéon de la actividad
enzimaética de celulasas presentes. Con los resultados obtenidos, por un lado, permitié comprobar
las ventajas del sistema de fermentacion sélida que se ha venido manejando por el grupo de
investigacion BIOTA en cultivos de este hongo, y por otra parte ampliar el conocimiento de la
actividad enzimatica de P. ostreatus durante su desarrollo, y a su vez sus posibles aplicaciones
biotecnoldgicas, como el estudio de degradacion de residuos de papel para su evaluacion de su
potencial en la produccion de bioetanol. Asimismo, el uso de residuos de papel que ademas de la
alta disponibilidad, este tiene un contenido de carbohidratos de hasta el 80% en los papeles
usados y el carton, el cual lo convierte en un potencial considerable como materia prima para la
conversion a bioetanol, igualmente la utilizacion de residuos de papel para la produccion de
bioetanol puede ofrecer una via alternativa Gtil y valiosa para el manejo de estos ademas de

complemento al reciclaje (Wang et al., 2012).
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1. Residuos lignocelulosicos

Los residuos lignoceluldsicos son el conjunto de residuos y subproductos que provienen de
diversos sectores y que son de naturaleza organica, tal como los residuos de la agricultura, la
industria agroalimentaria, la silvicultura y residuos solidos municipales incluidos la pulpa y el
papel. Su estructura consiste en un esqueleto de celulosa recubierto por hemicelulosa y lignina en
una estructura tridimensional amorfa, con una composicion relativa diferente dependiendo del
tipo de residuo. Comunmente, los componentes de celulosa y hemicelulosa representan
aproximadamente el 70-80% del peso seco total, mientras que la lignina representa el polimero
més pequefio de lignocelulosa, con un porcentaje entre el 10-25% (Liguori & Faraco, 2016).
Estos residuos representan la mayor fuente renovable de carbono en el suelo, pero esta materia
organica ocasiona inconvenientes en el ambiente ya que ocupa mucho espacio y su degradacion
natural es muy lenta y su almacenamiento es casi imposible por los volimenes en que estos se
generan (Redin, 2010).

La expansion de las actividades agroindustriales dio lugar a la gran cantidad de acumulacion
de residuos lignocelulésicos derivados de la agricultura, aserraderos, residuos sélidos urbanos y
residuos industriales en todo el mundo. La biomasa lignocelulésica es por lo general una fuente
de bajo costo y abundante, el cual tiene el potencial para la produccién de energia que
simplemente puede ser quemada para generar calor y electricidad. Pero también se ha visto como
una fuente prometedora para la produccion de biocombustibles liquidos (Bisinella, 2012), asi
como también se han desarrollado varios procesos biotecnologicos que utilizan los residuos para
la produccion de enzimas, acidos organicos y hongos comestibles, generando productos con

valor economico y contribuyendo de esta manera a cuidar al medio ambiente (Redin, 2010).
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En la actualidad los procesos biotecnoldgicos han ganado un lugar importante en el desarrollo
tecnoldgico mundial, debido a que presentan buenas caracteristicas econémicas y operativas que
proporcionan ventajas sobre los procesos quimicos convencionales, de esta forma los residuos
lignocelulodsicos agroindustriales han dado lugar a la plataforma de biorefineria de segunda
generacion, en la que se generan productos bioldgicos (alimentos, piensos, productos quimicos)
y bioenergia (biocombustibles, energia y calor) mediante procesos integrados y sostenibles
(Liguori & Faraco, 2016). Esto ha abierto el camino al desarrollo de las llamadas fuentes de
energias renovables, entre las que se encuentran los biocombustibles (Lopretti, Lépez, Rey,
Ottati & Damboriarena, 2007), que han surgido de la necesidad de proteger el medio ambiente, y
de este modo preservar los recursos tanto renovables como no renovables y maximizar el
potencial de uso de productos agricolas, y en especial de los subproductos (Sanchez, Gutiérrez,
Mufioz & Rivera, 2010).

El material lignocelul6sico es atractivo por su bajo costo y alta disponibilidad en diversos
climas y localidades, sin embargo, el principal impedimento para su utilizacion es la falta de una
tecnologia de bajo costo para degradar la fraccion recalcitrante de la biomasa. Aunque existen
métodos fisicoquimicos que permiten utilizar la biomasa en la produccién de biocombustibles,
una alternativa prometedora son los métodos biol6gicos que utilizan organismos celuloliticos
para obtener azlcares fermentables (Cuervo, Folch, & Quiroz, 2009).

Pero para la conversién de la biomasa lignocelulésica y la obtencidn de varios bioproductos,
un cuello de botella significativo es la hidrdlisis enzimética de los residuos lignoceluldsicos a
azucares solubles. Estos azucares se metabolizan a través de diversas vias naturales o dirigidas

hacia productos de interés. El éxito de los procesos de biorrefineria proyectados depende en gran
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medida de la economia de la produccién de las enzimas hidroliticas (Celulasas, xilanasas, entre

otras) (Biswas, Persad & Virendra, 2014).

2.1.1. Composicién de los residuos lignocelulésicos

Los residuos lignocelul6sicos se componen principalmente de celulosa, hemicelulosa y
lignina (Figura. 1) y cantidades mas pequefias de pectina, proteina, extractos y cenizas. La
celulosa, hemicelulosas y la lignina estan presentes en cantidades variables en las diferentes
partes del residuo, y estan intimamente asociadas para formar el marco estructural de la pared
celular del material lignoceluldsico (Jgrgensen, Kristensen & Felby, 2007). A continuacion, se

describira la estructura de los constituyentes principales de los residuos lignoceluldsicos.

Figura 1. Estructura de la pared celular de la planta. Recuperado de “Cellulose from Lignocellulosic Waste” por M.
Michelin, H. A. Ruiz, Silva, D. S. Ruzene, J. A. Teixeira & M. L. Polizeli, 2014. Springer International Publishing
Switzerland. p. 4.
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2.1.1.1.  Celulosa

La celulosa, es el constituyente méas abundante de la pared celular del material
lignocelulosico, es un homo-polisacarido compuesto enteramente de D-glucosa unida por enlaces
B-1,4-glucosidicos (Jgrgensen et al., 2007), lo que hace que su estructura sea plana, y permite el
empaquetamiento de varios filamentos de celulosa en fibrillas cristalinas (Bhowmick, Sarmah &
Sen, 2017). Ademés, la estructura de la celulosa junto con los enlaces de hidrégeno
intermoleculares proporciona a la celulosa alta resistencia a la traccion, la hace insoluble en la
mayoria de los solventes y es en parte responsable de la resistencia a la degradacion microbiana
(Jargensen et al., 2007).

En cuanto a la degradacion de la celulosa, los hongos basidiomicetos y las bacterias aerobias
degradan el material celuldsico a través de la produccién de celulasas extracelulares. Entre este
grupo se encuentran las bacterias del género Cellulomonas y Streptomyces, asi como los hongos
basidiomicetos responsables de la pudricidn de la madera que son los organismos mas estudiados
en esta area porque producen celulasas y actualmente dominan las aplicaciones industriales

(Cuervo et al., 2009).

2.1.1.2. Hemicelulosa
La hemicelulosa es un polisacarido que se encuentra en abundancia en las paredes celulares de
las plantas. Es un heteropolimero ramificado complejo de azlcares que forman una red altamente
ramificada. Consiste en alrededor de 100-200 unidades de azucar tipicamente compuestas de
diferentes azucares como D-glucosa, D-galactosa, D-manosa, D-xilosa, L-arabinosa, y/o acidos
grasos como &cido D-glucuronico &cido 4-O-metil-D-glucuronico (Michelin, Ruiz, Silva,
Ruzene, Teixeira & Polizeli, 2014). Las interacciones de Vander Waal son las fuerzas principales

entre las laminas planas de celulosa, mientras que las hemicelulosas se unen de forma no
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covalente a la superficie de las fibrillas de celulosa que actian como un material de matriz

amorfa que se mantiene unida (Bhowmick et al., 2017).

2.1.1.3. Lignina

Es un complejo biopolimero aromatico reticulado hidrofobico, esta se produce cuando cesa el
crecimiento de la planta, es insoluble en agua y proporciona el refuerzo estructural y la
resistencia al tejido vegetal (Bhowmick et al., 2017).

La lignina en la pared celular no solo incrusta las microfibrillas de celulosa en forma de vaina,
sino que también esta unida fisica y quimicamente a las hemicelulosas. Fisicamente, la lignina
forma una barrera contra la penetracion de celulasas y hemicelulasas (Michelin et al., 2014).

Su proporcién varia entre diferentes plantas, tejidos de madera y capas de pared celular. Las
plantas mas viejas y mas lefiosas contienen niveles mas altos de lignina depositados en las
paredes celulares para proporcionar rigidez y resistencia, confiriendo impermeabilidad a las
paredes celulares y formando una barrera fisicoquimica efectiva contra el ataque microbiano y el
estrés oxidativo (Jgrgensen et al., 2007).

Las causas por las cuales la lignina es tan resistente al ataque de las enzimas microbianas, se
debe a que los anillos aromaticos son generalmente mas dificiles de degradar, la variedad de
enlaces entre las unidades constitutivas de la lignina y la naturaleza hidrofébica requiere un
sistema de rompimiento no especifico, que para la mayor parte debe ser tanto no hidrolitico
como extracelular (Quevedo, 2011).

La degradacion efectiva de la lignina natural es realizada exclusivamente por los hongos de
podredumbre blanca (HPB). Muchos HPB producen fenol oxidasas extracelulares, pero solo el
40% produce la combinacién de lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa, mientras que la

combinacion manganeso peroxidasa y lacasa es mucho méas comun (Schmidt, 2006).
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La distribucién de celulosa, hemicelulosa y lignina varia considerablemente entre los
diferentes residuos lignoceluldsicos esto se puede observar en la Tabla 1, la cual muestra la

composicion quimica de diferentes residuos lignocelulésicos.

Tabla 1

Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina de residuos agricolas y desechos

Material lignoceluldsico Celulosa Hemicelulosa Lignina
(%) (%) (%)
Madera dura 40-55 24-40 18-25
Madera suave 45-50 25-35 25-35
Céscara 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 de 60-70 10-20 5-10
pulpas quimicos
Desechos solidos de 8-15 no disponible 24-29

aguas residuales

Nota: Adaptado de “Hydrolysis of lignocellulosic materials for ethanol production: a review” por Ye Sun, Jiayang
Cheng, 2002. Bioresource technology, p. 2.
2.2. Bagazo de Fique

El fique es una planta fibrosa que crece en varias regiones de América tropical, perteneciente
a la familia Agavaceae, siendo los géneros Agave y Furcraea los mas representativos de esta
familia. En Colombia, se denomina fique a las plantas pertenecientes al género Furcraea que
comprende, aproximadamente, unas 20 especies que crecen de manera espontanea por todo el
pais y se cultiva en las zonas andinas tropicales. El fique ha sido empleado desde hace varios

siglos como fuente de fibra, conocida como “cabuya” para la fabricacion de empaques, lo que
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ha mantenido un cultivo permanente en Colombia. Actualmente, la cabuya se emplea como
empaque de productos agricolas como papa (patata) y cafe, también para la fabricacion de
artesanias (Lozano, 2011).

No obstante, en la obtencion de la fibra del fique, un volumen considerable es desechado
como residuos de aproximadamente el 90 %, representado en jugo, estopa y bagazo, a pesar de
que estos se puedan utilizar de distintas formas como sustrato para la produccién de hongos
comestibles, lombricultura, alimentacién de rumiantes, y como abono organico para los residuos
solidos (Criollo H, Criollo J & Parra, 2008). Otra opcidn para disminuir la contaminacion
ambiental ocasionada por los subproductos de la industria del fique es realizar tratamientos
fisicos, quimicos y/o bioldgico con el fin de generar compuestos de interés industrial (Castro et
al., 2014).

Las caracteristicas fisicoquimicas del bagazo de fique indican que este residuo posee una
fraccion soluble (carbohidratos no estructurados y acidos grasos volatiles “AGV”) y una fraccion
particulada (celulosa, hemicelulosa, proteinas y lipidos) que permite considerarlo como un
residuo de tipo lignocelulésico (Castro et al., 2014), ideal para emplearlo como sustratos para el

cultivo de hongos capaces de producir enzimas extracelulares, como P. ostreatus

2.3. Degradacion del material lignoceluldsico
Existen tres pasos principales en el proceso de conversion de la materia lignocelulésica:
1) Pretratamiento: mejora el acceso de las enzimas a la celulosa.
2) Sacarificacion enzimatica: uso de celulasas y ocasionalmente hemicelulasas.
3) Fermentacion de los azucares liberados.
La finalidad del pre-tratamiento es remover la lignina y la hemicelulosa, reducir la

cristalinidad de la celulosa e incrementar la porosidad del material, mejorando la liberacion de



UTILIZACION DE CELULASAS 31

azUcares evitando la degradacién o pérdida de carbohidratos asi como la formacion de

compuestos inhibitorios para la posterior fermentacion (Sun & Cheng, 2002).

2.3.1. Pretratamientos

El pretratamiento de cualquier tipo de biomasa lignocelulésica es fundamental antes de la
hidrolisis enzimatica; el objetivo es remover la lignina y disminuir la cristalinidad de la celulosa
con lo cual mejora la hidrdlisis de la celulosa por parte de las celulasas (Taherzadeh & Karimi,
2008).

El pretratamiento permite que los rendimientos en la hidrdlisis de celulosa aumenten del 20 al
90%. Se han propuesto y desarrollado diferentes métodos fisicos, fisicoquimicos, quimicos y
biol6gicos, pero estos pretratamientos no se pueden aplicar de forma genérica por la diversidad
de las diferentes materias primas (Sun & Cheng, 2002).

Varios pretratamientos clasificados como fisicos, quimicos o fisicoquimicos se han
usado para fraccionar, solubilizar, hidrolizar y separar los componentes de la celulosa,
hemicelulosa y lignina, e incluyen la utilizacién de &cidos concentrados o diluidos, SO, alcalis,
peroxido de hidrégeno, oxidacion hdmeda, explosion con vapor, explosién de fibras por
amoniaco (Ammonia Fiber expansion “AFEX”, por sus siglas en inglés), explosion con COs,
agua liquida caliente y tratamientos con solventes orgéanicos. En cada opcién se reduce el
tamarfio y se abre la estructura fisica de la biomasa; sin embargo, estos tratamientos consumen
gran cantidad de energia y frecuentemente generan compuestos toxicos, por lo que son poco
viables econdmicamente y de alto impacto ambiental (Quevedo, 2011).

Dentro de este grupo de pretratamientos, la explosién con CO; en condiciones supercriticas
(SC-CO, por las siglas en ingles) representa una alternativa interesante porque puede operar a

temperaturas mas bajas que las usadas en los tratamientos térmicos, asi se elimina el problema de
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la formacion de inhibidores con la degradacién de la hemicelulosa y la lignina. El
comportamiento del SC-CO; en la estructura de la biomasa no es bien conocido, sin embargo, Si
se sabe que este trabaja mas facilmente en la biomasa rigida y himeda que en materiales
lignocelul6sicos mas flexibles. También se ha reportado que disminuye la cristalinidad de la
celulosa mejorando la hidrélisis enzimatica (Ferreira, Fausta, & Vieira, 2011)

Otro tipo de pretratamiento es el bioldgico, que busca mejorar la accesibilidad a la celulosa,
este ha sido de gran interés por parte de varios investigadores. El potencial de los pretratamientos
bioldgicos se basa en la habilidad de ciertos microorganismos para descomponer la pared celular
de la planta por un rompimiento parcial de la lignina/complejo carbohidratos. Entre los
microorganismos mas prometedores para el pretratamiento bioldgico se encuentran los
basidiomicetos, y entre ellos los hongos de podredumbre blanca tienen gran importancia (Gupta,
Mehta, Khasa, & Kuhad, 2011).

Aunqgue se han desarrollado muchos métodos para el tratamiento de la biomasa, aiun se
requieren pretratamientos mas eficientes y econémicamente competitivos. Una combinacion de
pretratamientos fisicos, quimicos y/o biol6gicos han resultado ser méas eficientes para mejorar la
digestion enzimatica de la biomasa lignocelulésica (Quevedo, 2011).

En la Tabla 2 se presenta un resumen de los diferentes pretratamientos con sus ventajas

y desventajas y los materiales que han sido utilizados.
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Métodos de pretratamiento de la biomasa lignocelul6sica para la produccién de bioetanol.

PROCEDIMIENT

EJEMPLOS DE

METODO OBSERVACIONES MATERIALES
O/AGENTE PRETRATADOS
Pretratamientos fisicos
residuos de madera y
pulverizado  Reduccién a astillas, molinos: vibratorio de bolas, de forestales (paja, madera
mecanico trituracion, molienda  cuchillo o martillo dura), desechos de
maiz, bagazo de cafa
Formacion de productos volatiles y
carbén. Residuos de la pirdlisis
pueden someterse a hidrolisis acida madera, algodén de
pirdlisis T>300°C suave (1IN H2SO4, T= 97°C, 2.5h) desechc;
para producir 80-85% AR (>50% de
glucosa)
Pre-tratamientos fisico-quimicos
. . Conversion a glucosa durante la Alfalfa, mezcla de
(I:Eé(r?l:o()s;on g)eoiilsrgepilé%gl\c/)ligkg hidrolisis de celulosa>75%. No papel reciclado, bagazo
’ forma compuestos inhibidores de cafia
Pretratamientos fisico-quimicos
Hidrolisis del 80-100% de la
hemicelulosa, destruccion de parte
Vapor saturado a . . .
_ de la xilosa obtenida, formacion de
160-260°C, p=0,69- . .. . .
: inhibidores, se requiere posterior Bagazo, madera blanda,
. 4,85 Mpa por varios . .
Explosién sequndos 0 minutos lavado con agua. Al combma_lrse con paja de arroz, madera
a vapor ' H2S04, SO2, o CO2mejora la de aspen, madera de

Explosion de
fibra con
amoniaco
(AFEX)

luego descompresion

hasta presion
atmosférica.
Dosis 1-2kg de
amoniaco/
kg de biomasa seca,
90°C,
30min.

eficiencia de la posterior hidrolisis
enzimatica, disminuyendo
inhibidores.

Se requiere  recuperacion  de
amoniaco, no produce inhibidores.
Conversion durante la hidrolisis de
celulosa >90% (bagazo y hierba de
Bermuda). Para biomasa con alto
contenido de lignina no es muy
eficiente (conversion de celulosa
<50%).

eucalipto.

Materiales  herbaceos
(paja de trigo y cebada,
cascarilla de arroz,
desechos de maiz,
residuos sélidos
urbanos, papel
periodico, alfalfa,
bagazo.

(Continua)
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PROCEDIMIENTO/

EJEMPLOS DE

METODO OBSERVACIONES MATERIALES
AGENTE PRETRATADOS
Pretratamientos quimicos
P 1000
H,50.. HCI, HNO, al Hldr_oI|S|s del 80 100/0_ de Ila )
hemicelulosa, altas conversiones de Desechos de maiz,
1-5%. Procesos de . . ~
P . . xilano a xilosa. La alta temperatura bagazo de  cafia,
Hidrolisis flujo continuo para S
: - es favorable para la hidrélisis de madera
con baja carga de sélidos . ; , .
S - celulosa. Se requiere neutralizar el de 4lamo, paja de
acido diluido  (5-10% peso . NP X .
pH para la posterior hidrolisis trigo, astillas de
sustrato/peso mezcla) a enzimatica 4lamo
T=160-200°C; '
o TSOLI00K, 8 I o ey o
con 170-190°C, = relacion mayores que pen la hidrolisis con 09320 de  cafia
scido 1:1,6 s6lido-liquido. écié/o dilu?duo aserrin
Acido peracético 21- de madera dura
concentrado . S
60%, sistema tipo silo
Hidrolisis NaOH diluido, 24 h, Remocion de lignina 24-55% para Madera dura, pajas
alcalina 60°C madera dura con contenido inicial con
de lignina del 20%, dificil remocion bajo  contenido de
para  maderas blandas con lignina (10-18%),
contenidos de lignina>26%. desechos de maiz,
Hidrolisis de >50% de la bagazo de cafa, hojas
hemicelulosa. de cafa de azUcar.
Solubilizacién del 50% de la lignina y de
Deslignifica- Peroxidasa y H,O, casi la totalidad de la hemicelulosa.
cion al 2%, Conversion durante la hidrolisis de Bagazo de cafia
oxidativa 20°C, 8h celulosa: 95% (aserrin)
Pretratamiento biol6gico
Hongos de la Los hongos producen  celulasas,
pudricién blanca, hemicelulasas y enzimas degradadoras de
Pretratamien blanda y parda. lignina: ligninasas, lignin-peroxidasas, . .
. . ; : Paja de trigo,
to con Produccion de polifenoloxidasas, lacasas y enzimas >
. desechos de maiz.
hongos celulasas por reductoras de quinonas.
fermentacion en

sustrato sélido.

Nota: Adaptado de “Produccion biotecnologica de alcohol carburante i: obtencion a partir de diferentes materias
primas”, por Oscar Julian Sanchez y Carlos Ariel Cardona. Interciencia, p. 674-675.
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2.4. Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus es un hongo saprofitico, del grupo de la podredumbre blanca que crece de
forma natural en multiples materiales lignocelulésico. En ambiente natural crece sobre arboles,
tocones, arbustos y otras plantas lefiosas, alimentandose de su madera y destruyéndola. Puede
descomponer eficientemente materiales lignoceluldsicos sin quimicos o pretratamientos
adicionales, debido a que posee un sistema enzimatico complejo que incluye enzimas
ligninoliticas y celuloliticas (Rangel, 2012), por ello tiene, la habilidad de descomponer troncos y
crecer en un amplio nimero de residuos, mas que ninguna otra especie de cualquier otro grupo.
Crecen bien en la mayoria de maderas duras sobre los productos secundarios de industrias
madereras, en la paja de todos los cereales, la cafia de azlcar y bagazos, residuos de café, hojas
de platano y céscaras de semillas oleaginosas. Estos hongos crecen como parésitos o como
saprofitos en trozos de plantas vivas 0 muertas que generalmente son pobres en nutrimentos y
vitaminas. En ambos casos el micelio crece y forma cuerpos fructiferos utilizando los

nutrimentos a partir de los complejos lignocelulésicos (Rodriguez & Jaramillo, 2006).

2.4.1. Clasificacion y morfologia

P. ostreatus se encuentra clasificado taxondmicamente de la siguiente manera:

o Reino: Fungi

o Subreino: Fungi Superior

. Division: Basidiomycota

o Subdivision: Basidiomycotina
o Clase: Himenomycetes

o Orden: Agaricales

° Familia: Tricholomataceae
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° Género: Pleurotus

o Especie: ostreatus

La morfologia del Pleurotus ostreatus es la tipica de un hongo agarical. Suele encontrarse a
menudo recubierto de una capa miceliar en la base, su carne es delgada, blanquecina y elastica,
aunque tenaz al envejecer (Redin, 2010).

Al principio de su desarrollo, el pileo tiene forma de lengua, y cuando madura adquiere forma
de concha. Su forma es excéntrica cuando crece en superficies verticales, y central cuando lo
hace en camas. La superficie es seca, lisa y brillante, un poco viscosa en tiempo hdmedo.

Su coloracion varia en funcion de la luz, generalmente adquiere un gris muy palido, aungue
también puede ser gris acero o gris azul. El tamafio varia de los 5 a 20 cm de diametro, raras
veces puede presentar tamafios mayores en funcion de las condiciones de fructificacion. Su
margen es suave, ondulado y ocasionalmente enrollado (Redin, 2010).

El micelio de este hongo puede crecer en una temperatura entre 0 y 35 °C, con temperatura
optima de 30 °C y en un rango de pH entre 5.5y 6.5 y se ha observado que después de cosechar
los cuerpos fructiferos de P. ostreatus, en los materiales usados como sustratos las cantidades
finales de hemicelulosa, celulosa y lignina se han reducido en un 80% sugiriendo que todos los
materiales que contienen estos compuestos, pobres en nitrogeno pueden ser usados como
sustratos para Pleurotus spp. La relacion C/N optima del sustrato depende de la fase en la que se
encuentra el hongo, altas relaciones C/N favorecen el crecimiento micelial y bajas relaciones
favorecen el desarrollo de cuerpos fructiferos. El contenido de humedad en el sustrato para el
desarrollo de los hongos debe estar entre el 50 y el 80%, la fructificacion suele darse en
condiciones normales cuando se tiene un 20% de oxigeno y una concentracion de CO2 no mayor

de 800 ppm en el ambiente que circunda al hongo y la humedad relativa dptima para la
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fructificacion de P. ostreatus es de 85 a 90%. Si bien la fase de incubacion del hongo debe ser en
la oscuridad, se ha demostrado que la eficiencia bioldgica (relacién entre peso fresco de los
hongos y peso seco del sustrato utilizado) y el rendimiento de P. ostreatus cultivado sobre
residuos de cacao disminuyen entre un 68% Yy 63% respectivamente, cuando el hongo en su fase
de fructificacion estd expuesto a la luz en tiempos menores de 12 horas (Garzon & Cuervo,

2008).

2.4.2. Cultivo del hongo Pleurotus ostreatus

2.4.2.1. Preparacion de la semilla

La semilla es la expansion de masa de micelio que busca potenciar metabdlicamente al hongo
para que se encuentre en condiciones ideales y asi poder crecer eficientemente en los sustratos de
produccidn. Se realiza en dos etapas:

Inoculo primario, es la propagacién del micelio en semillas a partir de una cepa crecida en
medio de cultivo, se inocula de 25-28°C en oscuridad hasta que el micelio cubra totalmente la
semilla; 15 o 29 dias despues, el in6culo primario esta listo.

In6culo secundario, es la propagacion del micelio en semillas a partir del in6culo primario,
es el que se usa para la siembra y fructificacion de las setas. Se puede emplear en semillas de

sorgo, trigo, cebada, entre otros (Cérdoba & Cultid, 2015).

2.4.2.2. Preparaciones del sustrato

Lavado: se debe realizar suficientes lavados con agua para poder eliminar azucares que no
son de interés.
Picado: un tamafio de particula aproximadamente de 2 a 5¢cm, son los valores mas citados y

los que sugieren la mejor estabilidad y proporciones puesto que tiende a aumentar
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considerablemente la actividad enzimatica, posiblemente debido a que se aumenta el area
expuesta del material lignoceluldsico y esto favorece el ataque enzimatico.

Humectacién: la humedad debe ser del 70-80%

Pasteurizacion: se debe aplicar un tratamiento previo, que consiste en aplicar calor para
disminuir la flora microbiana nociva, que esta presente en ellos y de esta manera evitar que los
microorganismos compitan por espacio Yy nutrientes con el micelio de P. ostreatus

siembra: La siembra es la fase mas importante ya que en ésta se mezcla el micelio (o semilla)
con los sustratos los cuales sirven como medio de desarrollo, el sustrato pasteurizado debe tener
una temperatura de 20-25°C y una humedad del 70%, porque el hongo necesita para su
crecimiento de ciertos espacios porosos, esto le permite que el intercambio de gases sea el
Optimo para su crecimiento, tanto diéxido de carbono (CO2) como de oxigeno (O2), evitando
asi la aparicion de organismos que puedan vivir sin oxigeno O2 y que ocasionen pudricion del

sustrato (Cordoba & Cultid, 2015; Hernandez & Lo6pez, 2007).

2.4.2.3. Etapas del cultivo

Inoculacion: consiste en adicionar la semilla del hongo al sustrato ya preparado y estéril, se
debe realizar en un lugar cerrado sobre un meson previamente desinfectado para evitar que se
presente contaminacion en la fase del establecimiento micelial (Cérdoba & Cultid, 2015).

Incubacion: es necesario que la temperatura en el sitio de incubacién permanezca alrededor
de 20 a 20°C, con una humedad relativa del 70 a 80% y poca iluminacion.

Fructificacion: comienza una vez el sustrato es invadido por el micelio del hongo y se logran
observar primordios o pines los cuales formaran el cuerpo fructifero. Es necesario cambiar las

condiciones del cultivo aumentando la humedad relativa y luminosidad.
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Cosecha: se realiza la recoleccion de los cuerpos fructiferos, evitando contaminaciones

posteriores en los puntos del sustrato donde crecio el hongo (Herndndez & Lopez, 2007)

2.4.3. Sustratos utilizados para el cultivo de Pleurotus ostreatus

Se han utilizado una gran cantidad de sustratos para el cultivo de P. ostreatus. Los materiales
mas comunmente utilizados como fuente de carbono incluyen paja de trigo, de avena, de
centeno, de sorgo y de algodon, virutas de madera y cortezas, subproductos de algoddn, heno,
tallos de plantas de maiz, plantas y desperdicios de café, tusa de mazorca, hojas de té, cascaras
de mani, harina de soya, cascaras de semillas de girasol, desperdicios de alcaucil, desperdicios de
yuca, residuos de la industria papelera, hojas de platano, cactus, fibra de coco, hojas de limén,
tallos de menta, paja de arroz, bagazo de cafa, entre otros. También se pueden realizar cultivos
sobre bloques o troncos sintéticos. Las ventajas principales de utilizar estos sustratos en lugar de
la produccion en troncos naturales, es que los tiempos se acortan y la eficiencia aumenta

(Hernandez & Lopez, 2007).

2.4.4. Degradacion de residuos lignocelul6sicos por Pleurotus ostreatus

La composicion quimica de P. ostreatus es muy variable y depende del estado de desarrollo y
la cepa utilizada; la variabilidad es ocasionada por diferencias en el contenido de humedad,
temperatura y la presencia de nutrientes. Esta especie constituye un alimento altamente proteico,
posee un elevado contenido de vitaminas (tiamina (B1), Riboflavina (B2), Piridoxina (B6) y
Cobalamina (B12)); y actiia como una fuente importante de calcio y fosforo. Ademaés de su valor
nutritivo, P. ostreatus posee enzimas especificas capaces de degradar lignina, fenoles y
polifenoles hasta un 60% del contenido original, por lo que es una de las especies mas utilizada

en la investigacion de residuos aptos para su cultivo (Varnero, Quiroz, & Alvarez, 2010).



UTILIZACION DE CELULASAS 40

Se ha encontrado que P. ostreatus es capaz de utilizar residuos agricolas y agroindustriales,
como sustrato para convertirlos en su alimento, mediante un sistema enzimatico compuesto de
celulasas y ligninasas, por lo que, durante su crecimiento, puede degradar selectivamente la
lignina, sacarificar e hidrolizar la celulosa (Eras, 2012). EI complejo enzimético de P. ostreatus
incluyen enzimas oxidativas como lacasa y manganeso peroxidasa (MnP), que estan
involucradas en la degradacion de lignina, y las enzimas hidroliticas, xilanasa y celulasa, que
estan involucradas en hemicelulosa y degradacién de celulosa (Luz, Nunes, Paes, Torres, Silva &
Kasuya, 2012), sin embargo, existen pocos estudios sobre el control de las actividades
enzimaticas lignoceluloliticas de P. ostreatus durante su proceso de cultivo (Banfi et al., 2015).

2.5. Antecedentes del tema
2.5.1. Generalidades de las Enzimas

Todos los procesos de la vida, ya sea en plantas, animales o microorganismos, dependen de
una red compleja de reacciones quimicas catalizadas por enzimas, para el crecimiento celular y
el mantenimiento de estas. Las enzimas son proteinas que refuerzan o acelera las reacciones
quimicas, estas son capaces de realizar muchas composiciones quimicas diferentes, se pueden
producir a gran escala, y tipicamente operan a temperatura ambiente y cerca de pH neutro, lo
cual por estas caracteristicas ha capturado la atencion de cientificos e ingenieros, lo que ha
permitido un gran crecimiento industrial de estas. Todas las enzimas comerciales son proteinas,
que se ensamblan en las células vivas de una combinacién de los 20 aminoacidos de origen
natural, de acuerdo a las secuencias especificas definidas por los genes en el ADN de la célula.
Adicionalmente sus caracteristicas estructurales a menudo estan presentes, tales como hidratos

de carbono, iones metalicos, y coenzimas que influyen en las propiedades fisicas y cataliticas de
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las enzimas. Mas de 3.000 enzimas diferentes se han aislado y caracterizado, aunque menos de
100 nunca se han utilizado en aplicaciones industriales (Kent, 2012).

En cuanto a la nomenclatura enzimética se define de acuerdo con el nimero de la Comision
de Enzimas (nimero EC), desarrollado por primera vez en 1955 en el Congreso Internacional de
Bioquimica en Bruselas, las cuales se clasifican por el tipo de reaccion quimica catalizada;
oficialmente, se han clasificado en seis grupos: EC 1 oxidorreductasas, que catalizan reacciones
de 6xido reduccion, que generalmente implican la transferencia de electrones. EC 2 transferasas,
transfieren un grupo funcional (por ejemplo, un grupo metilo o fosfato) y estos generalmente
implican la transferencia de un radical. EC 3 hidrolasas, que catalizan la hidrolisis de diversos
enlaces, esta reaccion hidrolasa generalmente implica la adicién o eliminacion de agua. EC 4
liasas, dividen en diversos enlaces por medios distintos de la hidrolisis y oxidacion, esta reaccion
implica la escision o la formacion de un enlace doble. EC 5 isomerasas, catalizan los cambios de
isomerizacion dentro de una sola molécula e implican el cambio de la geometria o estructura de
una molécula y las EC 6 ligasas, une dos moléculas con enlaces covalentes (Whitehurst & Oort,
2010).

2.5.2. Celulasas

Las celulasas son glicosil hidrolasas, producidas por plantas, hongos, bacterias e incluso por
algunos protozoos, moluscos y nematodos. En cuanto a géneros y especies de hongos tales como
Asergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Neurospora crassa, incluyendo ademés
hongos comestibles como: Lentinula edodes, Volvariella volvacea, Pleurotus sp, son productores
de celulasas (Paredes, Alvarez, & Ordofies, 2010).

Esta enzima posee un rol muy importante en la biosfera, ya que es responsable de la

degradacion de la celulosa, que comprende la fuente de carbono mas abundante en la tierra
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(Martinez, Balcazar, Dantan & Folch, 2008). El sistema de celulasa incluye tres tipos de
enzimas: la endo-B-1,4-glucanasa (Cy) (1,4-p-D-glucan glucanohidrolasa E.C.3.2.1.4), la exo-f-
1,4- glucanasa (Ci) (1,4-B-D-glucan celobiohidrolasa E.C.3.2.1.91) y la B-1,4-glucosidasa
(celobiasa) (Cp) (B-D-glucdsido glucohidrolasa E.C.3.2.1.21) (Ovando & Waliszewsk, 2005). En
cuanto al proceso de degradacion que llevan a cabo las celulasas sobre la celulosa la hipotesis
maés aceptada (Internacional Union of Biochemistry and Molecular Biology, 1992) sugiere que la
hidrélisis comienza con endoglucanasas que hidrolizan los enlaces 1,4-B-glucosidicos en la
seccion amorfa de la celulosa, esto reduce significativamente el grado de polimerizacion del
sustrato y crea nuevos extremos de cadenas que facilitan el acceso para las celobiohidrolasas que
las separan en unidades de celobiosa. Seguido a lo anterior, la B-glucosidasa hidroliza la
celobiosa en unidades de glucosa (Marin, 2007).

La biotecnologia de celulasas comenzd en principios de 1980, por primera vez en la
alimentacion animal, después se empez0 a utilizar en aplicaciones alimentarias, para favorecer la
extraccion vy filtracion de jugos de frutas o verduras, filtracion de mostos, extraccion de aceites
comestibles, etc. Posteriormente, estas enzimas hoy en dia han llegado a ocupar un lugar
importante en otras industrias tales como la industria textil, de lavanderia, asi como en las
industrias de pulpa y papel. Por lo tanto, desde hace dos décadas, el uso de celulasas, ha
aumentado considerablemente, especialmente en textiles, alimentos, fabrica de cerveza y vino,
asi como en las industrias de pulpa y papel (Wang et al., 2005).

En la actualidad, las fuentes microbianas comunes de celulasas para su produccién a escala
industrial son cultivadas por mesofilos tales como Trichoderma reesei (también conocido como
Hypocrea jecorina) y Aspergillus niger, en intervalos de temperatura de 30-35°C. Trichoderma

reesei se caracteriza por la efectividad que tiene en la degradacion de la celulosa nativa y
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critalina con el complejo celulolitico que produce y secreta, el cual presenta las tres actividades
necesarias para la hidrélisis de la celulosa (endo-B-1,4-glucanasa, exo-B-1,4-glucanasa y B-1,4-
glucosidasa) (Ovando & Waliszewski, 2005), también, las celulasas de T. reesei tienen la ventaja
de que estas son resistentes a inhibidores quimicos y estables en reactores agitados bajo
condiciones de pH 4.8 a 50°C durante 48h. Pero este hongo no tiene la capacidad de degradar
lignina y dada la importancia de la degradacion de la lignocelulosa, actualmente se esta
investigando mucho otros hongos que cumplan con las dos funciones como los HPB (Schmidt,
2006). En cuanto los atributos deseables de celulasas para la hidrolisis eficiente de la celulosa y
el impacto de estos atributos en la hidrolisis sugieren: Alta actividad especifica, pues se busca
enzimas con mayor actividad especifica (unidades/mg de proteina) en cantidades mas bajas para
conseguir el mismo grado de hidrdlisis. Alta eficiencia catalitica contra la celulosa cristalina, ya
que celulasas de alta eficiencia catalitica reducira el tiempo para hidrolizar la celulosa cristalina.
Alta estabilidad térmica, puesto que las enzimas termoestables se pueden utilizar a temperaturas
mas altas para acelerar las tasas de hidrolisis de la celulosa. La resistencia a la inhibicién del
producto final, debido a que la mayoria de las celulasas son inhibidas por los productos de la
hidrélisis de la celulosa (es decir, glucosa y celobiosa). Estabilidad frente a fuerzas de
cizallamiento, dado a que las celulasas resistentes al cizallamiento son Utiles a la hora de
proporcionar agitacion para suspender la celulosa sélida en un reactor de hidrolisis (Biswas et al.,

2014).

2.5.3. Aplicacién de celulasas
El uso de celulasas a nivel industrial es extensamente estudiado y ofrece gran diversidad de
usos en donde industrias tales como la de textiles, papeles, aditivos para comida animal,

clarificacion de jugos de frutas, entre otras han aplicado este tipo de enzimas a sus procesos. De
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manera reciente y expansiva el uso de celulasas para la produccién de biocombustibles como el
bioetanol ha sido estudiado y ha cobrado gran interés debido a la busqueda de nuevas fuentes de
energia no fosil. Las celulasas al degradar residuos agricolas pueden producir azlcares
fermentables como la glucosa que en procesos posteriores puede ser transformada a etanol
(Fuentes & Garzon, 2013).

Las aplicaciones exitosas de materiales celul6sicos como fuentes de carbono renovables
dependen del desarrollo de tecnologias de proceso econdmicamente viables para la produccion
de celulasa. Los investigadores han demostrado que la produccion de celulasa fue el paso méas
costoso durante la produccion de etanol a partir de la biomasa lignocelulésica, que representa
aproximadamente el 40% del costo total. Se requiere una reduccion significativa del costo a fin
de mejorar la viabilidad comercial del rendimiento de celulasa (Behera & Ray, 2016).

Aunque muchos esfuerzos de investigacion se han dirigido hacia el desarrollo de un proceso
de hidrolisis enzimaética eficiente de residuos celuldsicos para productos Utiles, principalmente
glucosa y etanol, este objetivo aln no se ha materializado, pero sigue siendo objeto de intensa
investigacion y desarrollo académico (Martin, 1998).

Las celulasas encuentran una serie de aplicaciones de diversas industrias que aprovechan su
accion limitada o extensa sobre los componentes celulésicos y hemicelul6sicos de los residuos.
Algunas de las aplicaciones actuales y potenciales de celulasas se describen en la Tabla 3. Se
puede mencionar que pocas aplicaciones industriales pueden requerir el uso de otras enzimas
ademas de celulasas para obtener la méxima ventaja. Actualmente, esta enzima encuentra el
mayor uso en la eliminacion de fibras brutas de las paredes celulares para diversos usos finales
en diferentes industrias. Las celulasas, en muchos casos, se usan junto con enzimas de

separacion de ceélulas (CSE) que poseen actividad protopectinolitica. Esta enzima elimina la
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protopectina presente como una sustancia intercelular en tejidos vegetales y expone las paredes

celulares que pueden degradarse por celulasas (Martin, 1998).

Tabla 3
Algunas aplicaciones actuales y potenciales de enzimas celulasas.
INDUSTRIA APLICACION
Alimentos e Para aumentar la eficiencia de remojo y la absorcion de agua

Fabricacion de
cerveza

Vino y jugo de
fruta

homogénea del arroz.

La eliminacion de la capa de soja externa para producir soja
unicelular. Aislamiento de proteinas de soja y coco.
Aislamiento de almidon de maiz y batata. Gelatinizacién de
algas marinas (como Laminaria) para aumentar la
digestibilidad.

Extraccion de agar-agar de algas marinas (como
Rhodophycaea, Gelidium).

Extraccion de varios componentes del té verde como el
tanino, la cafeina, la saponina y el aroma.

Para digerir la lignocelulosa molturada con bolas para
obtener lignina con una superficie muy grande, que puede
usarse como aditivo alimentario

Purificacion de a-glucano soluble en agua de cebada molida.

Descomponer celulosa y otros materiales vegetales

insolubles en pulpas de fruta.

(Continua)
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INDUSTRIA APLICACION

Papel y pulpa e Eliminacion de la tinta durante el procesamiento secundario
de la fibra Para una mayor eliminacion del agua en la

maquina de papel.

Como e Como suplemento en alimento para ganado y aves de corral.
alimento

Alcohol / e Para hidrolizar la celulosa en glucosa que puede fermentarse
solvente

en etanol, 2,3-butanodiol, butanol, etc.
Textil e En reduccion de pilling, ablandamiento y envejecimiento
utilizados en el procesamiento textil.

e Paraimpartir efectos de lavado de piedras en jeans

OTROS e Para eliminar las fibrillas que sobresalen de la ropa
USsosS

Lavanderia e Elucidar la estructura de polisacéaridos complejos
Investigacion e Para producir protoplastos de plantas superiores

y desarrollo

o e Como ayudas digestivas en tabletas contra flatulencia
Médico
» e Aclaracion de lodo para mejorar la eficiencia de la digestion
Reduccion de
la

N en un tanque séptico
contaminacion

Nota: Adaptada de “Bioconversion of Waste Materials to Industrial Products” por A: M. Martin, 1998. Springer
sciencebusiness media, p. 4
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2.5.4. Sistema de Produccion de Celulasas

El sistema de produccion de las celulasas se ha producido tradicionalmente por fermentacién
sumergida, debido a la facilidad de manejo y buen control de los factores ambientales tales como
la temperatura, aireacion, agitacion y pH. Sin embargo, las técnicas de fermentacion en estado
solido (SSF, por sus siglas en ingles “solid state fermentation”) se han adaptado mejor en cuanto
a su rendimiento, lo que reduce el costo de produccion de la enzima debido a la capacidad de los
hongos filamentosos por crecer bien en sustratos solidos. Las otras ventajas de SSF incluyen la
méaxima productividad; baja inversion de capital, bajo requerimiento de energia y menos agua de
salida, una mejor recuperacion del producto (Bansal et al., 2012). Por lo tanto, los estudios
cientificos se han dirigido en la economia de la produccién de las celulasas, por lo que el sistema
de produccién en estado sélido estd siendo ampliamente estudiado para la produccion de las
celulasas, debido a la posibilidad de utilizar residuos agricolas y agroindustriales como sustrato

para el crecimiento microbiano y de esta forma reducir el coste de produccion.

2.5.4.1. Fermentacion solida y sumergida

La tecnologia de fermentacién en estado sélido (SSF) se estd expandiendo con una
importancia creciente para la producciéon de productos de alto valor agregado, por ejemplo,
enzimas, a partir de subproductos agroindustriales. SSF implica el crecimiento de
microorganismos en sustratos solidos humedos en ausencia de agua que fluye libremente.
Recientemente ha ganado considerable atencion debido a varias ventajas sobre la fermentacion
sumergida (SmF) (Behera & Ray, 2016)

La estrategia exitosa para producir enzimas celuloliticas incluye tanto la seleccion de

microorganismos, entendiendo la fisiologia basica de los microorganismos celuloliticos como los
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principios de ingenieria aplicados a la SSF y las condiciones mejoradas del proceso de
fermentacién (Thomas, Larroche, & Pandey, 2013).

SSF se puede definir como la fermentacion en ausencia o casi ausencia de agua libre e
intimamente proporciona el habitat natural para el crecimiento de microorganismos en la
superficie del material sélido (o sustrato) (Behera & Ray, 2016).

Por otro lado, el sistema de Fermentacion Sumergida (SmF) implica la fermentacién en
presencia de agua excedente. Se cree que la mayor produccion de enzimas en SSF es la principal
ventaja sobre SmF y se ha asociado con una mayor biomasa y una menor degradacion del
producto. El gasto de energia es menor para SSF en comparacion con SmF ya que hay menos
requisitos de agua, no la mezcla mecénica y el procesamiento posterior también requieren menos
energia. Una ventaja significativa de la SSF seria, de hecho, utilizar preparaciones crudas de
enzimas himedas o secas sin lixiviacion. Esto también facilita un menor costo operativo de
capital, por lo tanto, los procesos de SSF se pueden considerar mas econémicamente factibles en
comparacion a SmF (Hansen, Lubeck, Frisvad, Libeck, & Andersen, 2015).

2.6. Microorganismos productores de celulasa en SSF

La mayoria de los microorganismos empleados en la produccion de celulasa en SSF son
hongos, bacterias y, en menor medida, actinomicetos, que actlan bajo condiciones especificas
(aerébicas y anaerdbicas). En cuanto a hongos, varios de estos, como Aspergillus niger,
Aspergillus nidulans, Fusarium solani, Humicola insolens, Penicillium brasilianum,
Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma reesei, Trichoderma viride, Trametes versicolor,
etc. han sido cultivados en SSF para la produccion de celulasa, donde se agrega medio de sales

minerales basales para la humectacion el sustrato (Behera & Ray, 2016)
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Quiroz, et al, (2011) analiz6 el crecimiento y la produccion de enzimas celuloliticas por dos
hongos basidiomicetes, Bjerkandera adusta y Pycnoporus sanguineus cultivados con materiales
lignocelulosicos (paja de trigo, cascara de arroz, rastrojo de maiz, cascara de semilla de jatropha
y serrin de cedro y roble), y tasas de composicion y crecimiento y niveles de actividades
celuloliticas y xilanoliticas se compararon. Similarmente, se desarroll6 un proceso de SSF en
orujo de tomate, con los hongos blanco-podredumbre (basidiomiceto) Pleurotus ostreatus y
Trametes versicolor, utilizando tallos de sorgo como soporte y condiciones para la produccion de
lacasa, xilanasa y actividad de proteasa (landolo, Piscitelli, Sannia, & Faraco, 2011).

2.7. Microorganismos Productores de Celulasas

Las celulasas son producidas por varios microorganismos, cominmente por bacterias y
hongos, pero también se ha reportado pocos informes de produccion por levaduras (Bocchini et
al., 2005). No obstante, se prefieren los hongos filamentosos para su produccion, porque el nivel
de enzimas producidas por estos es mayor a las que son obtenidas a partir de bacterias. (Sharada,
G. Venkateswarlu, S. Venkateshwar & Rao, 2013).

Varios organismos han sido estudiados para la produccion de celulasas, por ejemplo,
Trichoderma viride y Trichoderma reesei producen celulasa activa cuando crecen en cultivos
sumergidos, Aspergillus niger produce celulasa altamente activa cuando se cultivan en medios
liquidos. Algunas especies de Penicillium como Penicillium iriensis y P. citriviride producen
cantidades significativas de celulasa, cuando se cultiva en diferentes condiciones. Hongos como
Stachy, Botsysatra, Pesalotia, Palmarum, Merulius, Lnerymans, Polyspores, Neuraspora
incluyendo ademéas hongos comestibles como Lentinula edodes, Volvariella volvacea, Pleurotus

sp, han sido reportados como productores de celulasas (Sharada et al., 2013).
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En cuanto a los sistemas bacterianos estan siendo objeto de estudio para la sacarificacion de la
biomasa y podrian tener ventaja debido a la rapida tasa de crecimiento de las bacterias. También
se ha encontrado que la preparacion de enzima de bacterias celuloliticas puede sacarificar
eficazmente diferentes sustratos celuldsicos, por ejemplo, Cytophaga hutchinsonii, revelé que
puede atacar la celulosa cristalina, demostrando una buena formacién y regulacion de la
biosintesis de celulasas, sobre diferentes sustratos celuldsicos; Acetivibrrio cellulolytieus, ha
atraido un interés especial debido a las altas actividades especificas para endo y exo glucanasa.
A. cellulolyticus, su complejo enzimético tiene la capacidad de sacarificar celulosa.
Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, E. coli y Serratia marcescens, bacterias productoras
de celulasa se han aislado a partir del suelo para la produccién méxima de celulasa encontrando
que Pseudomonas fluorescens es la mejor productora de celulasas. Las enzimas celuloliticas de
especies de Bacillus han sido el foco de atencion de muchos debido a su uso potencial en la
conversion de residuos agricolas en productos tiles (Sharada, et al., 2013).

A pesar de que las bacterias han sido ampliamente estudiadas para la produccion de celulasas,
se ha puesto un gran énfasis en los hongos debido a su capacidad de producir grandes cantidades
de celulasas y hemicelulasas que secretan al medio en que se encuentran lo que hace féacil su
extraccion y purificacion (Otajevwo & Aluyi, 2010). Las especies de hongos celuloliticos mas
frecuentemente estudiados pertenecen al género Trichoderma por ser los mejores productores de
celulasas. Pero, otros géneros y especies de hongos como Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium, Neurospora crassa, incluyendo ademas hongos comestibles como Lentinula edodes,
Volvariella volvacea, Pleurotus sp., también han sido estudiados para la produccion de celulasas
(Paredes, 2010). En un estudio realizado por Paredes. (2010), analizo la actividad de enzimas

celulasas (Ul/g de residuo seco) obtenidas por fermentacion en estado sélido sobre los residuos
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de banano pseudotallo, hojas y raquis con los hongos Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius
y Lentinula edodes, en 24 dias de incubacion, encontré que la méxima actividad enzimética de
celulasas fue producida por Lentinula edodes en pseudotallo con valores de 8,14 Ul/g de residuo
seco, por consiguiente, se lo consideré como el mejor tratamiento. Ademas, determind que a una
temperatura de 50°C y a pH 5,3 son las condiciones éptimas para que las celulasas actlen en la
hidrolisis de sustratos celuldsicos, condiciones en las que las celulasas alcanzan su maximo valor
de actividad.

La mayoria de los hongos ya mencionados se han investigado en una amplia variedad de
sustratos, por ejemplo, en tubérculos, semillas o granos trigo. Pero, la mayor parte de hongos
reportados en la literatura han sido aislados de sustratos de residuos de cereales o del suelo de
diferentes campos agricolas (Abdullah, Greetham, Pensupa, Tucker & Du, 2016), y algunas
cepas mas prometedoras aisladas en laboratorio han sido aislados del heno, paja, cascaras de
cereales y compost (Sharada, et al., 2013).

En cuanto a la actividad de la celulasa, esta permanece baja hasta el inicio de la formacién de
primordios; luego, durante la fase de fructificacion, la actividad de la celulasa se incrementa
notablemente; esta se mantiene alta durante la fructificacién y declina después de la cosecha.
Cuando las fructificaciones no se cosechan, los niveles de celulasa se mantienen altos durante
algunos dias; esto ha sido reportado para P. cornucupiae var. Citrinopileatus (Mata, Hernandez,
& Andreu, 2005).

Chrapkowska & Podyma (2000), determinaron la actividad del complejo de celulasas en el
cultivo de Pleurotus ostreauts sobre diferentes sustratos (paja de trigo, paja mas Reynouria
japonica). Los resultados obtenidos por estos autores mostraron que esta especie se desarrolld

bien en los dos tipos de sustrato, biosintetisando celulosa. De este modo se observa que las
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investigaciones sobre los microorganismos y hongos productores de celulasas siguen siendo cada
vez mas amplia ya que aun se siguen realizando mas investigaciones sobre los residuos agricolas
y los residuos de las industrias procesadoras de alimentos por su gran potencial para la

produccion de estas enzimas.

2.8. Residuos Lignocelulosicos en la produccion de Bioetanol

En los ultimos afos se han desarrollado proceso de bio-conversion empleando cultivos de
hongos. Numerosos microorganismos capaces de degradar los componentes del complejo
lignocelulosicos, han sido considerados como agentes degradadores de la lignina en la naturaleza
(Ortega, Garcia, Betancourt, & Gonzales, 2005).

Los residuos agricolas y agroindustriales son ricos en celulosa, hemicelulosa y ligning;
teniendo en cuenta su estructura, pueden usarse como sustrato para el cultivo de hongos
filamentosos capaces de producir enzimas extracelulares con actividades celulasas, con
importantes aplicaciones industriales, como la hidrdlisis de biomasa lignocelulésica para la
produccion de bioetanol (Paredes et al., 2010), por tanto, la biomasa celulésica, incluyendo los
residuos agricolas (tales como la hojarasca de maiz, la paja de arroz y trigo y el bagazo de cafa
de azulcar), los residuos municipales (tales como desechos de papel y papel) y los desechos
industriales de las fabricas de papel, han mostrado ser una materia prima atractiva para la
produccion de bioetanol, debido a que este tipo de biomasa no sélo es renovable y esta
disponible en la mayoria de los paises sino también porque son de muy bajo costo y se
encuentran en gran abundancia. (Ho, Chen, Brainard & Sedlak, 1999).

Por otro lado, se han realizado varias investigaciones de las enzimas celuloliticas debido a que
han tomado gran importancia, ya que han sido ampliamente utilizadas para reemplazar la

hidrolisis &cida como método de conversion de celulosa en azucares fermentables, especialmente
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glucosa para la produccién de bioetanol y otros alcoholes de importancia industrial, asimismo, la
glucosa obtenida es utilizada como materia prima para la manufactura de diferentes alimentos
para animales, humanos y productos quimicos (Montoya, 2012).

Pero la viabilidad econémica de la produccién de bioetanol se basa en dos factores de coste
principales: el sustrato y las enzimas. La identificacion de un material més barato, abundante y
facilmente hidrolizable ha asumido un papel critico para una produccion méas econémica de
azucares fermentables. Recientemente, una mayor utilizacion de diferentes tipos de residuos ha
sido una interesante alternativa a los sustratos lignocelul6sicos tradicionales, lo que ha permitido
una considerable reduccion en el costo del sustrato y también una valorizacion adicional para
algunos de estos materiales. La reduccion del coste esta asociado principalmente a las enzimas,
por lo que la mayoria de las investigaciones se han centrado en tres estrategias principales:
aumentar la eficacia de las enzimas; reduccion de los costes de produccion de las enzimas; y la
reutilizacion de las enzimas. Durante los Gltimos afios (incluso décadas), la mayor parte de la
atencion se ha prestado a las dos primeras estrategias, a través de intensa y constante
investigacién operada tanto por la industria y universidades (Gomes, Domingues & Gama,
2016). Pues, el proceso para la utilizacion de materia prima lignocelul6sica por hidrolisis
enziméatica hasta ahora no es econdmico, debido a la falta de complejos enzimaticos
suficientemente adecuados como para un proceso de pretratamiento que permita utilizar
econdmicamente el contenido de hidratos de carbono para la produccion de bioetanol. La
hidrolisis enzimatica de lignocelulosa en sacaridos fermentables es una de las etapas mas
costosas en la produccién de bioetanol (Steffien, Aubel & Bertau, 2014). Por lo tanto, a pesar de
que existen alternativas de desarrollo para realizar los pretratamientos de estos materiales

lignocelulosicos utilizando enzimas comerciales. Falta méas investigacion para el desarrollo de
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estas tecnologias de transformacién de los materiales lignocelulésicos, en azlcares fermentables
con extractos crudos de enzimas lignoceluloliticas para el proceso de produccion de etanol a
escala industrial (Montoya, 2012).

2.9. Sacarificacion del papel

El uso de papel reciclado y residuos de fabricacion de papel son potencialmente materia prima
grande, concentrada y conveniente para la produccion de etanol mediante hidrdlisis enzimatica y
fermentacion. Sin embargo, muchos estudios previos en el area han investigado cargas
enzimaticas impracticamente altas (Chen, Venditti, Jameel, & Park, 2012). Es posible que,
debido a los problemas que genera la alta temperatura, resulte apropiado separar la holocelulosa
de la lignina en vez de someter todo el material a un tratamiento (Franco, Martinez, & Valencia,
2009).

La conversion a etanol a partir de biomasa lignocelulésica incluye dos procesos: la hidrélisis
de la celulosa a celobiosa y otros productos solubles por la accion de enzimas exoglucanasas y
endoglucanasas presentes en la preparacion de la celulasa, conversion de la celobiosa a glucosa
por la accion de la enzima R-glucosidasa y conversion de la glucosa a etanol por fermentacién
empleando levaduras. El proceso de hidrolisis enzimatica puede ser combinado con el de
fermentacion microbial en una sola unidad llevando a cabo el Ilamado proceso de Sacarificacion
y Fermentacion Simultanea (SSF) (Albernas, Pedraza, & Corsano, 2016)

La Sacarificacion y Fermentacion Simultanea es un proceso de bioconversion incluyendo la
hidrolisis de los polisacaridos en monosacaridos en presencia de organismos fermentativos que
consumen los azucares simples. Comparado con la sacarificacion y fermentacion secuencial, la
SSF reduce la inhibicion por producto de la enzima hidrolitica mientras reduce la inhibicion por

sustrato de los organismos fermentativos (Takagi, Suzuki, & Gauss, 1976).
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En el proceso de sacarificacion y fermentacién simultanea (SSF) los azlcares producidos en
la hidrolisis son fermentados inmediatamente por microorganismos, por lo que la formacion de
los productos inhibidores de la hidrolisis disminuye. EI microorganismo mas utilizado para la
fermentacion es la levadura Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura puede fermentar hexosas
pero no la xilosa; produce etanol con altos rendimientos (Balat, 2011)

Investigaciones han demostrado que la sacarificacion simultanea de la celulosa a glucosa y
fermentacion de la glucosa a etanol mejoran la cinética, asi como la economia de la conversion
de biomasa por productos de la inhibicion enzimética en la hidrdlisis, minimizacion de los
riesgos de contaminacion por la presencia de etanol y reduccién de los requerimientos de capital
invertido (Wright, Wyman, & Grohmann, 1988).

Por otra parte, se han realizado varias investigaciones en tecnologias para la conversion de
papel y materiales derivados del papel en bioetanol; en ellas se ha encontrado rendimientos de
azucar de la sacarificacion de papel de oficina en el intervalo de 65-80%, también se ha
reportado rendimientos de glucosa del 56% para el cartén y 59% para el lodo de papel en la
sacarificacion y fermentacién simultaneas (SSF). La SSF ha permitido que la liberacién de
azucar y la produccion de bioetanol ocurran simultaneamente, pero el bioetanol afecta el
crecimiento de microorganismos y la temperatura es a menudo subdptima tanto para las enzimas
como para los microorganismos de fermentacion; ademas, también se ha encontrado que el coste
de la hidrolisis enzimética es un obstaculo importante para la aplicacion comercial. Por lo tanto,
las estrategias para reducir el coste de la etapa de hidrdlisis incluyen aumentar la carga del
sustrato, disminuir la carga de la enzima, acortar los tiempos de residencia y aumentar las

actividades enzimaticas (Wang et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Producir enzimas celulasas por fermentacién en estado sélido con Pleurotus ostreatus, usando

como sustrato bagazo de fique, y su aplicacién en el proceso de sacarificacion de papel

3.2. Objetivos Especificos

Producir enzimas celulasas por fermentacion en estado solido con Pleurotus ostreatus,

usando residuos de bagazo de fique como sustrato.

Determinar la actividad de las enzimas celulasas a diferentes tiempos de fermentacion y
evaluar sus condiciones Optimas de reaccion

Estudiar la cinética de papel empleando las celulasas obtenidas de P. ostreatus
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4. METODOLOGIA

4.1. Localizacion de la investigacion
Las pruebas de laboratorio de medicién de la actividad enzimética se realizaron en el
laboratorio de catalisis del grupo de Investigacion en Materiales Funcionales y Catélisis
(GIMFC). Los cultivos de los hongos y demés ensayos de obtencién de celulasas y el estudio de
su aplicacién se llevaron a cabo en el laboratorio del grupo de Investigacion en Biotecnologia
Agroindustrial y Ambiental (BIOTA) de la Facultad de Ingenieria Agroindustrial de la

Universidad de Narifo.

4.2. Recoleccion del sustrato
El bagazo de fique de la especie negra comdn (Furcraea gigantea) se recolect6 de un cultivo
ubicado en el municipio de ElI Tambo (Narifio), Vereda Llano Largo, Finca Bella Loma. Se
tomaron muestras secas del residuo (Figura 2), para facilitar su preparacion como sustrato para el

cultivo Pleurotus ostreatus.

Figura 2. Recoleccion del Bagazo de fique. (Fuente: Esta investigacion)

4.3. Preparacion del sustrato
El bagazo de fique se transportd en sacas, para realizar el correspondiente pretratamiento. Al

material se realizaron varios lavados con agua caliente con el fin de eliminar el jugo de fique
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para evitar que sus componentes quimicos actuaran como fungicida, inhibiendo el crecimiento de
P. ostreatus (Benavides, Arango, Hurtado & Rojas, 2013). Posteriormente, se escurrio y dejo
secar al ambiente. ElI material seco se cortdé manualmente usando tijeras, hasta obtener un

material con tamafio promedio de particula de 2 cm (Figura 3).

Figura 3. Pretratamiento del Bagazo de fique. a) Lavado. b) Secado. ¢) Picado. (Fuente: Esta investigacion)

La preparacion y condicion del sustrato se baso en la metodologia de Benavides (2013). Los
sustratos se empacaron en bolsas de polipropileno hasta completar 50 g por cada bolsa; para esta
investigacion se elaboraron 18 unidades productivas. Todos los materiales para el cultivo del
hongo fueron acondicionados con carbonato de calcio(CaCO3) grado analitico (Merck), al 2% en
peso y con sulfato de amonio (NH,;).SO,4 grado analitico (Merck), al 1% en peso, finalmente se
incorpor6 agua hasta obtener el 70% de humedad. Posteriormente se cubri6 cada bolsa con papel
craft y se esterilizaron en autoclave Sterilof Mod. AUT/40/1PGR por una hora a 121°C (Figura

4) y se dejaron enfriar hasta temperatura ambiente para ser inoculados.
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Figura 4. Preparacién del Sustrato. a) Sustratos empacados en bolsas de polipropileno y papel craft. b)
Esterilizacion del material. (Fuente: Esta investigacion)

4.4. Cultivo del hongo P. ostreatus

4.4.1. Inoculacion
Los sustratos se inocularon en camara de flujo laminar, empleando micelio comercial de P.
ostreatus (WC923) adquirido de la Universidad de Pennsylvania. Una vez realizada la siembra
en razon del 5% por kg de sustrato se cerraron las bolsas en la parte superior (Figura 5)

(Benavides, 2013).

Figura 5. Inoculacion del sustrato. a) Camara de flujo laminar. b) Micelio de P. ostreatus para su inoculacion. c)
Cierre de las bolsas de polipropileno. (Fuente: Esta investigacion)
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4.4.2. Incubacion
Esta etapa se realizd en un espacio aislado, libre de contaminaciones, para ello se construyd
una incubadora adaptada a escala de laboratorio; para el control de la temperatura se emple6 un
termostato digital w1-209 (Figura 6). El periodo de incubacidn de P. ostreatus se mantuvo a 25 +
0.5 °C hasta la formacion de los primordios. A diario se permitio la ventilacion del sistema, para
evitar la acumulacion de gases, a la vez se inspeccionaron las bolsas para determinar el

crecimiento del micelio (Figura 6) y evaluar la posible aparicién de contaminantes.

Figura 6. Inoculacion de P. ostreatus. a) Sustratos en proceso de invasion micelial. b) 26 Dias de invasion micelial.
(Fuente: Esta investigacion)

4.5. Muestreo para la determinacion de la actividad enzimatica
La determinacion de la actividad enzimatica se realizé en 6 tiempos de produccién micelial
del hongo P. ostreatus correspondiente a los dias 9, 16, 20, 26, 32, 36, esto con el fin de
monitorear el avance de la fermentacion para la produccion de celulasas. Para ello, en los dias

correspondientes se tomaron muestras al azar de tres bolsas; con una pinza esterilizada se
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tomaron muestras de 5 g de sustrato (Figura 7), los cuales se depositaron en bolsas herméticas
previamente esterilizadas y se almacenaron a temperatura de refrigeracion hasta las
correspondientes mediciones de la actividad enzimatica, al finalizar el muestreo las bolsas de
polipropileno se sellaron con cinta. Para cada muestreo del sustrato se contd con tres

repeticiones, una muestra por bolsa, para un total de 18 bolsas.

Figura 7. Muestreo para la determinacidon enzimética. a y b) Muestreo dia 16. ¢) Muestras puestas en bolsas
herméticas listas su almacenamiento. (Fuente: Esta investigacion)
4.6. Obtencion del extracto enzimatico de celulasas

Para cada muestra tomada en los diferentes tiempos de produccion micelial, se adicionaron 20
ml de solucién amortiguadora de citrato 0.05 M, pH 4.8 para 5 g de sustrato; las muestras se
agitaron durante 15 minutos, en un agitador reciproco IKA-WERKE HS 501 digital a 200
osc/min, posteriormente se filtraron a través de tela de muselina (Figura 8), el volumen recogido
del filtrado se distribuyd en tubos falcon, y se centrifugaron a 6000 rpm por 30 min en una
centrifuga Hettich Zentrifugen universal 320, para separar el sobrenadante o extracto enzimatico

(Paredes, 2010).
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Figura 8. Preparacién del extracto enzimatico. a) Agitacion. b) Filtrado. ¢) Centrifugacion. d) Filtracion Extracto
enzimatico. (Fuente: Esta investigacion)
4.7. Medicion de la actividad del extracto enzimatico

La actividad enzimatica de los extractos se determind con papel filtro (celulasas totales,
(FPasa)) y carboximetilcelulosa (endoglucanasa (CMCasa)) (Dashtban, Maki, Leung, Mao &
Qin, 2010), de acuerdo al método de la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC) (Ghose,1987) y se expresaron como unidades internacionales (Ul), por mililitro (ml) de
extracto enzimatico. Una unidad internacional de actividad de celulasa es la cantidad de enzima
que forma 1 mol de glucosa (azlcares reductores como glucosa) por minuto durante la reaccion
de hidrolisis. Los ensayos fueron realizados con buffer de citrato 0.05 M a pH 4.8 e incubados a
50 °C por 30 min para CMC y 60 min para papel de filtro (Figura 9). El contenido de azucares
reductores fue determinado usando el método de acido 3,5-dinitrosalicilico usando D-glucosa
como estandar (Ghose, 1987). Las lecturas se registraron a una longitud de onda de 540 nm, en

un espectrofotémetro UV-VIS Shimadzu UV-1280 120V.
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Figura 9. Medicién Actividad Enzimatica. a) Reaccion FPasa y CMCasa de los extractos. b) Reaccion DNS. c)
Medicidn de las muestras en el espectrofotémetro UV-1280. (Fuente: Esta investigacion)
4.8. Optimizacion de condiciones de reaccion de las celulasas
Después de determinar el tiempo de produccion micelial del hongo que presenta la mayor
actividad enzimatica se procedio al respectivo estudio de puntos 6ptimos de las condiciones de
reaccion de las celulasas, para ello se estudiaron dos factores, pH (pH del buffer de extraccién) y
temperatura de hidro6lisis evaluando 4 puntos axiales y 6 puntos centrales tomando como variable
de respuesta la actividad enzimética (FPasa y CMCasa), que fueron medidas segun los métodos
establecidos por la IUPAC. La actividad de la celulasa se analiz6 mediante el método de DNS. EI
efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de celulasa se determin6 incubando el extracto
enzimatico con 1% de CMC para CMCasa y papel filtro para FPasa ambos preparados en
diferentes buffers e incubados a diferentes temperaturas acorde a la matriz experimental (Tabla

4).
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Tabla 4

Matriz experimental con valores de las variables codificadas de acuerdo con el Disefio Central

compuesto
Factor 1 Factor 2 Variables Codificadas

Ensayos [pH] [T °C] X1 X2
1 3 35 -1 -1
2 7 35 1 -1
3 3 65 -1 1
4 7 65 1 1
5 2.17 50 -1.41 0
6 7.83 50 1.41 0
7 5 28.78 0 -1.41
8 5 71.21 0 1.41
9 5 50 0 0
10 5 50 0 0
11 5 50 0 0
12 5 50 0 0
13 5 50 0 0
14 5 50 0 0

Fuente. Esta Investigacion

4.9. Hidrdlisis de celulosa a partir de las celulasas obtenidas

Para el estudio de la degradacion de residuos de papel con celulasas de P. ostreatus se realizd
un previo pretratamiento para remover la tinta de estos. El pretratamiento consistié en colocarlos
en agua con jabén de marca LAVA durante 2 horas, posteriormente se procedid a remover la
tinta del papel de forma manual, y de manera inmediata fueron lavados con agua destilada,
secados a temperatura ambiente y cortados a un tamafio de particula de 3,9 x 5,0 mm (Wyk,
1999).

La hidrdlisis enzimatica se realiz6 sobre residuos de papel previamente pretratados, con
celulasas de P. ostreatus; bajo las condiciones de pH y temperatura Optimos previamente

obtenidas, durante un tiempo de 12 horas, tomando muestras a intervalos de 3, 6, 9 y 12 horas.
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Se realiz6 una carga de papel al 15.5% p/v (Nishimura et al., 2017) y se tomd como tratamiento
control papel de oficina impreso reciclado y no reciclado marca Reprograf 75 g. La reaccion de
las celulasas se llevo a cabo en beaker de 50 ml y una carga enzimatica de 5 ml de las celulasas y
una agitacion de 100 rpm (Khobragade, Sureshkumar, Borkar & Sagar, 2004). EI contenido de
azucares reductores fue determinado usando el método de &cido 5-dinitrosalicilico registrando a

una longitud de onda de 540 nm, en un espectrofotémetro UV-VIS Shimadzu UV-1280 120V.

Figura 10. Pretratamiento residuo de papel. a) materiales. b) papel en agua y jabon. c) des-tintado manual d) papel
sin tinta. (Fuente: Esta investigacion)

4.10. Disefio experimental
Para determinar las condiciones Optimas de reaccion de las celulasas de P. ostreatus, se
desarroll6 un disefio central compuesto 22 con base en la metodologia de superficie de respuesta

evaluando los factores de pH y Temperatura con 6 puntos centrales y tomando FPasa y CMCasa
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como variable respuesta. Los resultados fueron analizados de acuerdo a los valores obtenidos en
el ANOVA, mediante el empleo del paquete estadistico (STATGRAPHICS CENTURION XV)

con un nivel de significancia menor o igual a un 5%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Determinacion de la actividad enzimatica

El crecimiento de los hongos del género Pleurotus esta asociado a un perfil de produccién de
enzimas oxidativas e hidroliticas (Valadares, 2013). Sin embargo, en este trabajo no se
determinaron las actividades de enzimas oxidativas sintetizadas durante el periodo de
crecimiento de P. ostreatus; se evalu6 la produccién de endoglucanasas (CMCasa) y celulasas
totales (FPasa), (Dashtban et al., 2010), que fueron evaluadas durante 36 dias de crecimiento,
con el fin de determinar el periodo de mayor actividad de celulasas. Las curvas de la actividad
enzimatica de CMCasa y FPasa se muestran en la Figura 11. La actividad de celulasas se
determind midiendo la cantidad de azlcar reducida, esta se calcul6 mediante la ecuacion de

regresion, cuyos datos se obtuvieron de una curva patron con D-glucosa anhidra (Anexo B).
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Figura 11. Produccién de Celulasas de P. ostreatus en bagazo de fique durante su crecimiento. (Fuente: Esta
investigacion)
La colonizacién del sustrato (bagazo de fique) por P. ostreatus se desarroll6 a los 16 dias con
la formacidn del micelio blanquecino (masa de hifas que constituye el cuerpo vegetativo de un

hongo) sobre la superficie del sustrato (Anexo A), este punto puede visualizarse en la Figura 11,
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a partir del cual se da la ultima fase de incremento la actividad FPasa. Sin embargo, el punto
méaximo de generacion de FPasa (0.9978 FPU/mI) se dio a los 20 dias tiempo en el cual el
micelio ha colonizado por completo el sustrato. Las actividades enzimaticas cambian
considerablemente durante el cambio entre la colonizacion del sustrato y las etapas de
fructificacion del crecimiento de hongos (Kues & Liu, 2000). En diferentes especies del género
Pleurotus, se ha demostrado que las celulasas, producidas por el micelio vegetativo, estan
implicadas en el proceso de formacion de basidiomas. Durante las primeras etapas del
crecimiento micelial, las celulasas mantienen un nivel de produccion bajo y este va incrementado
cuando aparecen los primordios (cuerpos fructiferos en las primeras etapas de desarrollo) y
durante el desarrollo de los basidiomas; al terminar la cosecha de los hongos, la produccion de
celulasas disminuye drasticamente (Mata, Salmones & Savoie, 2017). No obstante, los perfiles
de enzimas pueden diferir dependiendo de la especie del hongo y probablemente, del sustrato de
crecimiento (Elisashvili, Chichua, Kachlishvili, Tsiklauri & Khardziani, 2003). Para este caso se
observo que la mayor actividad enzimatica (FPasa) por P. ostreatus aumenta considerablemente
cuando el micelio coloniza por completo al sustrato, resultados positivos, ya que la alta actividad
enzimatica encontrada indica una buena asimilacién del hongo hacia el sustrato, pues la baja
actividad de FPasa limita la velocidad a la cual los hongos de podredumbre blanca degradan la
celulosa nativa. Su accion es necesaria para la degradacion de formas altamente ordenadas
(cristalinas) de celulosa donde actda sinérgicamente con enzimas activas de CMCasa (Reddy et
al., 2003).

Se observa que en los valores de la actividad celulolitica de P. ostreatus la tendencia es
creciente durante el periodo de crecimiento del micelio para FPasa. Este decrece al dia 26 que es

cuando comienzan a aparecer los primordios, periodo en el que la actividad de endoglucanasa
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(CMCasa), es maxima (0.5989 IU/ml). La produccion de endoglucanasa se ha asociado con las
etapas de formacion y fructificacion de los primordios, en los que se han registrado aumentos
significativos de la actividad enzimatica, disminuyendo en la etapa de cultivo (Mata, Hernandez
& Andreu, 2005). Kavivarasan y Natarajan (1997) han reportado que las celulasas se
incrementan durante la formacién de los primordios y en ocasiones se mantiene durante la
fructificacion del hongo para luego disminuir en la cosecha. Pero las especies de basidiomicetos
superiores parecen diferir en momentos de alta produccion de enzimas y no existe una imagen
clara sobre la relevancia funcional de las enzimas en la fructificacion (Muthangya, Mshandete,
Hashim, Amana & Kivaisi, 2013).

En esta investigacion se encontr6 que la mayor actividad celulolitica de P. ostreatus, se
presentd durante el crecimiento micelial y la formacién de los primordios, luego esta comienza a
disminuir después de 26 dias, e inicia el periodo de desarrollo de los basidiomas. En la literatura,
se ha reportado que las enzimas lignoceluliticas de P. ostreatus se producen para el crecimiento
de hifas vegetativas, pero no para el desarrollo del cuerpo fructifero (Muthangya et al., 2014).
Esto apoya los resultados encontrados en el presente estudio al igual que otros estudios, donde se
ha encontrado altos valores de celulasas durante el crecimiento micelial y formaciéon de los
primordios; la mayor actividad de celulasas antes del periodo de fructificacion de P. ostreatus
han sido reportadas. Isikhuemhen y Mikiashvilli (2009) estudiaron la actividad enzimética
lignocelulolitica, de P. ostreatus cultivado en sustratos con solidos de digestor anaerdbico de
desechos de la produccion comercial de pollos de engorde; registraron que las actividades de
CMCasa fueron mayores antes de la fructificacion, después de esto (58 dias), las actividades
enzimaticas disminuyen considerablemente. También se ha encontrado una alta produccion de

CMCasa antes del periodo de fructificacion de P. ostreatus, cultivado en aserrin y paja de arroz,
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después de la fructificacion del hongo la actividad CMCasa disminuye considerablemente; la
méaxima actividad se encontro a los 30 dias en aserrin y 45 dias en paja de arroz encontrando una
menor produccion en este sustrato (Sherief, Tanash & Temraz, 2010).

Kurt y Buyukalaca (2010) evaluaron el rendimiento y los cambios en las actividades
enziméticas de Pleurotus spp. (P. ostreatus y P. sajor-caju) cultivados en diferentes residuos
agricolas (paja de trigo, paja de arroz, paja de sésamo, aserrin) y residuos de viticultura, asi como
las mezclas de estos desechos con salvado de trigo; las actividades mas altas de CMCasa para
todos los sustratos estudiados, se detectaron a los cinco dias del crecimiento micelial. Las
actividades més altas se dieron en: paja de sésamo: salvado (2: 1), paja de arroz: salvado (2: 1) y
paja de trigo: salvado (2: 1). Por otra parte, se ha reportado picos maximos de generacion de
celulasas tanto para CMCasa como FPasa en el décimo dia de fermentacion en estado sélido con
biomasa lignocelulésica, las méximas actividades de celulasas fueron con 1% de paja de arroz
como sustrato (Khalil et al., 2011). Por su parte Luz et al., (2012) encontraron la mayor actividad
de celulasas durante la formacion de los primordios en dos cepas de P. ostreatus (PLO 2 'y PLO
6), en fermentacion en estado solido con cascaras de café, aserrin de eucalipto con o sin 20% de
salvado de arroz; la mayor actividad de celulasas se dio para ambas cepas en la formacion de los
primordios (15 dias), encontrando los valores més altos de celulasas para la cepa PLOG6 y para
los sustratos en el que se agregaron salvado de arroz.

Sin embargo, en otros estudios se ha encontrado que la produccion de celulasas
(endoglucanasa y celobiohidrolasa) esta asociada no solo con la formacién de los primordios si
no tambien con el desarrollo de cuerpos fructiferos, debido a que en la formacién de cuerpos
fructiferos implica la movilizacion acelerada de nutrientes para producir nueva biomasa, esos

nutrientes deberan estar presentes en el micelio antes de la formacion de los cuerpos fructiferos,
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por lo tanto, la produccion de celulasas puede estar asociada con el reabastecimiento de
nutrientes durante la fase de fructificacion (Cedefio, Mata & Savoie, 2002). Ademas, la alta
actividad de las enzimas celuloliticas como hemiceluloliticas durante el desarrollo del cuerpo
fructifero se debe al hecho de que las hifas necesitan gran cantidad de energia para formar
primordios y cuerpos fructiferos, por lo que las células fangicas comenzaran a procesar los
polisacaridos (Banfi et al., 2015) para movilizar grandes cantidades de carbono para la formacion
del hongo (Muthangya et al., 2014).

Pero cabe sefialar que pocos son estudios donde se reporte la mayor actividad enzimética de
P. ostreatus en los dias de su cosecha. En un estudio realizado por Vaca, lzurieta & Espin (2014)
determinaron los dias de maxima generacién de tres actividades enzimaticas celulolitica,
manganeso peroxidasica y lignino peroxidasica de extractos obtenidos durante fermentacién
solida en rastrojo de maiz de las cepas 404 y 2171 de P. ostreatus. La mayor actividad
enzimatica que encontraron fue la celulolitica, esta actividad tuvo sus méximos valores en los
dias de la cosecha del hongo, entre los dias 20 y 22 para la cepa 404, y entre los dias 28 y 30 para
la cepa 2171. Ademas, se ha encontrado un segundo pico de mayor actividad de celulasas de P.
ostreatus sobre rastrojo de cebada, el méximo pico de celulasas se presentd al octavo dia de la
fermentacion, este descendio a los 12 dias, luego alcanzo un segundo pico de actividad a los dias
20 de fermentacién y cosecha (Lunas et al., 2007).

Ghosh, Mukherjee y Nandi (1998) utilizaron biomasa lignocelulésica (pseudotallo de banano)
como sustrato para la fermentacion en medio solido de dos especies de Pleurotus (P. ostreatus y
P. sajor-caju), encontraron la maxima actividad de CMCasa (1.1 IU/ml) a los 16 dias en P.

ostreatus, y un segundo pico de CMCasa en la etapa posterior a la degradacion para ambas
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especies, para el caso de P. ostreatus el segundo pico de CMCasa (0.06 1U/ml) se dio a los 24
dias de su crecimiento.

Eras (2012) evalud la actividad celulolitica y ligninolitica en extractos obtenidos durante el
crecimiento de los hongos P. ostreatus 202 y 896 en fermentacion solida con rastrojo de maiz,
realizando tres corridas de fermentacidn; las mayores actividades celuloliticas se dieron a los 27
dias para la primera corrida, 25 dias para la segunda corrida y a los 24 dias para la tercera
corrida. Sin embargo, Malaya y Nandi (1995) encontraron actividades altas de endoglucanasa y
B-glucosidasa a los 8, 16 y 40 dias de crecimiento respectivamente, en la degradaciéon de la
biomasa lignocelulésica del jacinto de agua (Eichhornia crassipes) por P. ostreatus y P. sajor-
caju, en ambos casos, las actividades de celulasas fueron altas en dichos dias.

Valadares (2013) evalu6 la actividad endoglucanasa en cultivos sumergidos, sin agitacion de
P. ostreatus, con cuatro sustratos diferentes (bagazo de cafia molida, CMC, Avicel y un medio
combinado de bagazo mas CMC), encontrd que las mayores actividades fueron de 0.72 1U/ml a
los 42 dias en Avicel; 2.33 IU/ml a los 13 dias en CMC; 1.72 IU/ml a los 38 dias en bagazo de
cafia 'y 3.43 IU/ml a los 20 dias en bagazo de cafia mas CMC.

La produccion de complejos enzimaticos a partir del cultivo de basidiomicetos como P.
ostreatus generalmente requiere tiempos prolongados, tanto en fermentacion sélida como liquida
(Rangel, 2012). Con base en los estudios citados anteriormente, se puede inferir que la
generacion de la actividad celulolitica de P. ostreatus no es arbitraria y esta relacionada con el
crecimiento y desarrollo del hongo, es decir, se generan en periodos especificos durante la
fermentacion, sin embargo, los tiempos de fermentacion en que se obtengan los maximos valores
de actividad enzimatica dependeran principalmente del sustrato utilizado y la cepa con la que se

trabaje. Ya que varios estudios demuestran que la naturaleza del sustrato lignocelulosico, asi
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como la cepa y especie de hongo son de gran importancia en la produccién de enzimas
hidroliticas, la secrecion de estas enzimas es influenciada principalmente por la fuente de
carbono utilizado para el crecimiento del hongo (Valadares, 2013), ya que la produccion de
enzimas por el micelio fangico es una parte crucial de la hidrolisis de materiales lignoceluldsicos
complejos en monomeros, que facilitan el proceso de colonizacion y en ultima instancia,
determinan el rendimiento de los hongos (Raymond, Mshandete & Kivaisi, 2015). Por lo tanto,
es muy importante conocer los requisitos para optimizar su produccion, en ese sentido, el tipo y
la concentracidon de la fuente de carbono, el pH del medio de cultivo y otros factores determinan
qué enzima y la cantidad que se produce (Cervantes, Sanchez, Diaz & Godinez, 2016).

Teniendo en cuenta que autores como Kurt y Buyukalaca (2010); Khalil et al., (2011); Lunas
et al., (2007), encontraron las mayores actividades celuloliticas de P. ostreatus en tiempos mas
cortos de su crecimiento que fueron de 5, 10 y 12 dias respectivamente. Los resultados obtenidos
en este trabajo, presentan la misma tendencia creciente de la actividad celulolitica conforme
avanza el proceso de fermentacion, pero encontrando que los dias en que se produce la mayor
actividad son mayores a los citados anteriormente, los dias corresponden a los 20 y 26 dias para
FPasa y CMCasa, por lo que se puede afirmar que los tiempos de fermentacion en los que se
obtienen los méximos valores de actividad enziméatica dependeran principalmente del sustrato
utilizado y la cepa con la que se trabaje. A pesar de esto, uno de los objetivos del presente trabajo
fue optimizar las condiciones de reaccion de las celulasas de P. ostreatus obtenidas en
fermentacion solida con bagazo de fique, por ello, se tomaron los puntos en que presentd mayor
actividad enzimatica (20 y 26 dias) y a partir de estos se obtuvo nuevamente las celulasas, las
cuales se extrajeron con soluciones buffer a diferente pH para luego ser evaluadas a diferentes

temperaturas de hidrolisis con el fin de evaluar la mejor condicion para obtener la mayor



UTILIZACION DE CELULASAS 74

actividad enzimatica y de este modo evaluar su factibilidad y su posible aplicacion industrial en
la degradacion de desechos de papel, para la obtencion de azucares reductores.
5.2. Optimizacion de condiciones de reaccion de las celulasas
5.2.1. Determinacion de condiciones 0ptimas para FPasa
Dado que los extractos enzimaticos de P. ostreatus obtenidos por fermentacion solida en
bagazo de fique en 20 y 26 dias se produjo la mayor actividad enzimatica (FPasa y CMCasa)
estos fueron elegidos como pardmetros en los experimentos del analisis estadistico para su
optimizacion. A continuacién, se presentan los resultados del disefio experimental para la
actividad de FPasa del extracto enzimatico de P. ostreatus.

Tabla b

Matriz de ensayos para determinar el punto 6ptimo para FPasa

Promedio Desviacion
Ensayos pH T°C FPasa Estandar
[FPU/mI]
1 3 35 0.4508 0.0476
2 7 35 0.5223 0.0111
3 3 65 0.6539 0.1127
4 7 65 1.3752 0.0890
5 5 28.78 0.2289 0.0614
6 5 71.21 1.0502 0.0525
7 2.17 50 0.0928 0.0021
8 7.83 50 0.5488 0.0139
9 5 50 1.0214 0.0573
10 5 50 1.2018 0.0517
11 5 50 0.8422 0.0769
12 5 50 1.1949 0.2118
13 5 50 1.1307 0.0833
14 5 50 1.0233 0.0345

Fuente. Esta investigacion
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Tabla 6

Resultados del Analisis de Varianza para FPasa

Suma de Cuadrado Razo6n-
Fuente Cuadrados  C' Medio F Valor-P
A:pH 0.2583 1 0.2583 13.88 0.0136
B:T 0.6145 1 0.6145 33.01 0.0022
AA 0.6943 1 0.6943 37.29 0.0017
AB 0.1055 1 0.1055 5.67 0.0631
BB 0.1601 1 0.1601 8.60 0.0325
Falta de 0.1498 3 0.0499 2.68 0.1575
ajuste
Error puro 0.0931 5 0.0186

Total (corr.) 2.0293 13
Fuente. Esta investigacion

La Figura 12, corresponde al diagrama de Pareto de la influencia de las variables estudiadas y
de las combinaciones de segundo orden sobre la actividad FPasa. De acuerdo con el anélisis de
varianza ANOVA (Tabla 6), indica que existen cuatro efectos con p-valor menores a 0.05 con un
nivel de significancia del 95%, lo cual indica que dichas variables a excepcion del efecto AB,
tienen una significativa influencia sobre la respuesta. El estadistico R? del 88%, (Réjd. de
80.54%) indica que el modelo es estadisticamente significativo, mas del 80% de los resultados
estan representados en el modelo. El valor de la prueba de falta de ajuste fue mayor a 0.05
confirmando que el ajuste del modelo es adecuado, con un nivel de confianza del 95%. El p-
valor del estadistico Durbin Watson fue 0.2698 con lo cual se pudo probar, que no existe
autocorrelacion o correlacion serial significativa. La adecuacion del modelo por medio del
andlisis de los residuos se presenta en el Anexo C.

La Ecuacion 5.2.1. corresponde al modelo de segundo orden que se ajustdé a los datos

experimentales.
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FPasa = -2.5006 + 0.585018*pH + 0.0568282*T — 0.076594*pH"2 + 0.005415*pH*T —

0.000654273*T"2 (5.2.1)
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Figura 12. Diagrama de Pareto del efecto estandarizado de las variables de estudio sobre la actividad FPasa del
extracto enzimatico de P. ostreatus. (Fuente: Esta investigacion)

En la Figura 12, el Grafico de Pareto para los efectos principales e interacciones puede
observarse que ambos efectos influyen en la actividad de FPasa del extracto enzimético de P.
ostreatus, la Temperatura y pH, ambos son directamente proporcional a la actividad FPasa (+) y
la interaccion pH-pH es inversamente proporcional a la variable respuesta (-), la interaccion T-T
es directamente proporcional a la variable respuesta (+), en cuanto la interaccion de pH-T como
se puede observar en el grafico no es significativa. De acuerdo con esto en el diagrama de Pareto
se considera que los efectos mas importantes en el momento de la obtencién de la maxima
actividad de FPasa es la Temperatura y la interaccion pH-pH.

El comportamiento de los efectos de las variables principales se presenta en la Figura 13,
como se puede observar la maxima actividad para FPasa se da a medida que se incrementa la
temperatura, sin embargo, esta comienza a ser constante en 65 °C. En cuanto al pH se observa

gue a medida que este comienza a aumentar la actividad FPasa disminuye considerablemente.
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Para examinar la interaccion de las variables y determinar el nivel 6ptimo de cada variable para
maximizar la variable respuesta se obtuvo la gréafica de superficie de respuesta (Figura 14). El
comportamiento sobre la variable respuesta que tienen la Temperatura y el pH, evidencian que al
aumentar la temperatura de hidrolisis enzimatica aumenta la actividad FPasa, en cuanto al pH no
es muy claro en la superficie de respuesta para ello se observa mas claramente en la gréfica de
contornos (Figura 15), que el pH 6ptimo para aumentar la actividad FPasa se localiza a un pH de

6.
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Figura 13. Efectos principales sobre la actividad FPasa. (Fuente: Esta investigacion)
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Figura 15. Diagrama de contorno del efecto del pH y Temperatura sobre la actividad FPasa. (Fuente: Esta

investigacion)

La Tabla 6, muestra la combinacion de valores de las variables de estudio que maximiza la

actividad enzimética (FPasa) de extracto de P. ostreatus. La méxima actividad estimada por el

modelo es 1.305 FPU/ml.
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Tabla 7

Combinacion de factores que maximizan la actividad FPasa de extracto enzimatico de P.
ostreatus

Factor Bajo Alto Optimo
pH 2.17 7.83 6.27149
T 28.78 71.21 69.3823

Fuente. Esta investigacion

5.2.2. Determinacion de condiciones 6ptimas para CMCasa
A continuacion, se presentan los resultados del disefio de experimentos donde se vario el pH 'y
temperatura para optimizar la actividad enziméatica (CMCasa) de extracto enzimatico de P.
ostreatus.

Tabla 8

Matriz de ensayos para determinar el punto 6ptimo para CMCasa

Promedio Desviacion
Ensayos pH T°C CMCasa .
Estandar
[TU/ml]
1 3 35 0.3233 0.0250
2 7 35 0.5108 0.0415
3 3 65 0.4772 0.0186
4 7 65 0.9755 0.0644
5 5 28.78 0.2358 0.0172
6 5 71.21 0.6559 0.0617
7 2.17 50 0.1845 0.0064
8 7.83 50 0.4165 0.0101
9 5 50 0.7847 0.0074
10 5 50 0.7579 0.1041
11 5 50 0.5859 0.0439
12 5 50 0.7661 0.0192
13 5 50 0.7923 0.0562
14 5 50 0.8214 0.0134

Fuente. Esta investigacion
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Tabla 9

Resultados del analisis de varianza para CMCasa

Suma de Cuadrado Razon
Fuente Cuadrados  C Medio -F Valor-P
A:pH 0.1284 1 0.1285 18.18 0.0080
B:T°C 0.1837 1 0.1837 26.01 0.0038
AA 0.2284 1 0.2284 32.33 0.0023
AB 0.0241 1 0.0241 3.42 0.1238
BB 0.0786 1 0.0786 11.13 0.0207
Falta de 0.0947 3 0.0316 4.47 0.0703
ajuste
Error puro 0.0353 5 0.0071
Total 0.7546 13
(corr.)

Fuente. Esta investigacion

De acuerdo con el analisis de varianza ANOVA (Tabla 9) indica que existen cuatro efectos
con p-valor menores a 0.05 con un nivel de significancia del 95%, lo cual indica que dichas
variables a excepcion de la interaccion de AB, tienen una significativa influencia sobre la
respuesta. El estadistico R? del 82.76%, (Réjd. de 71.99%) indica que el modelo es
estadisticamente significativo, mas del 72% de los resultados estan representados en el modelo.
El valor de la prueba de falta de ajuste fue mayor a 0.05 confirmando que el ajuste del modelo es
adecuado, con un nivel de confianza del 95%. El p-valor del estadistico Durbin Watson fue
0.2026 con lo cual se pudo probar, que no existe autocorrelacion o correlacion serial
significativa. La adecuacion del modelo por medio del anélisis de los residuos se presenta en el
Anexo C.

La ecuacion 5.2.2. corresponde al modelo de segundo orden que se ajustd a los datos

experimentales.
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CMCasa = -1.6676 + 0.373182*pH + 0.0430048*T °C — 0.0439337*pH"2 + 0.00259*pH*T

°C —0.00045851*T °C"2 (5.2.2)
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Figura 16. Diagrama de Pareto del efecto estandarizado de las variables de estudio sobre la actividad CMCasa del
extracto enzimatico de P. ostreatus. (Fuente: Esta investigacion)

En la Figura 16, el Grafico de Pareto para los efectos principales e interacciones puede
observarse que al igual que en la actividad FPasa sucede lo mismo con la actividad CMCasa de
extracto enzimatico de P. ostreatus, la Temperatura y pH, ambos son directamente proporcional
a la actividad FPasa (+) y la interaccién pH-pH al igual que T-T es inversamente proporcionales
a la variable respuesta (-), para la interaccién pH-T no es significativa.

El comportamiento de los efectos de las variables principales se presenta en la Figura 17.
Como se puede observar el incremento de la actividad CMCasa se da a medida que se
incrementa la temperatura. Sin embargo, para el pH la actividad CMCasa comienza a disminuir
cuando este se incrementa. Para determinar el nivel 6ptimo de cada variable para maximizar la
variable respuesta se obtuvo la gréafica de superficie de respuesta (Figura 18). El comportamiento
sobre la variable respuesta que tienen la Temperatura y el pH, evidencian que al aumentar la

temperatura de hidrdlisis enzimatica aumenta la actividad CMCasa, en cuanto al pH no es muy
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claro en la superficie de respuesta, para ello se observa mas claramente en la gréafica de

contornos (Figura 19), que el pH 6ptimo para aumentar la actividad CMCasa se localiza a un pH
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Figura 17. Efectos principales sobre la actividad CMCasa. (Fuente: Esta investigacion)
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Figura 18. Superficie de Respuesta para actividad CMCasa. (Fuente: Esta investigacion)
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Figura 19. Diagrama de contorno del efecto del pH y Temperatura sobre la actividad CMCasa. (Fuente: Esta
investigacion)

La Tabla 8, muestra la combinacion de valores de las variables de estudio que maximiza la
actividad enzimética (CMCasa) de extracto de P. ostreatus. La maxima actividad estimada por el

modelo es 0.86 1U/ml.

Tabla 10

Combinacion de factores que maximizan la actividad CMCasa de extracto enzimatico de P.
ostreatus

Factor Bajo Alto Optimo
pH 2.17 7.83 6.1404
T°C 28.78 71.21 64.2393

Fuente. Esta investigacion

La optimizacion de las dos variables de estudio para maximizar la actividad FPasa y CMCasa
de extracto enzimatico de P. ostreatus como se puede observar en las Tablas 8 y 10; para el caso
del pH se da a un valor de 6, pero en cuanto a la temperatura para FPasa y CMCasa es de 69 °C y

64 °C respectivamente.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que modificaciones en las
condiciones de extraccion (pH del buffer de extraccidon) y temperatura de hidrolisis afectan
significativamente la actividad catalitica de las celulasas de P. ostreatus obtenidas por
fermentacion solida en bagazo de fique. EI pH como se observo para el caso de CMCasa y FPasa
no vario, en ambos casos se encontré una mayor actividad enzimética a un pH de 6. Valor que
cae dentro del pH de endoglucanasas (CMCasa) fungicas que han mostrado pH éptimo acido o
neutro (pH 2.5-7.0) (Ding, Ge & Buswell, 2001). Sin embargo, endoglucanasas de
basidiomicetos muestran 6ptimos cataliticos a pH entre 4.0 y 5.0. De forma similar a la mayoria
de las endoglucanasas, los éptimos cataliticos de las celobiohidrolasas o exoglucanasa estan
situados en un estrecho rango de pH entre 4.0 y 5.0 (Baldrian & Valaskova, 2008). El pH esta
directamente relacionado con la estructura de las enzimas y la actividad enzimatica de estas, en
donde se puede presentar a diferentes pH en menor o mayor proporcion dependiendo del hongo
que se trabaje (Paredes, 2010), los valores optimos de pH de celulasas para la mayoria de los
hongos estan dentro de 4-6 (Hmad & Gargouri, 2017). En cuanto al pH éptimo de celulasas
recomendado para procesos industriales generalmente se encuentra en un amplio rango, de 4-8
(Okonkwo, 2014).

En cuanto al pH de celulasas de P. ostreatus se ha reportado 4.0 como el pH 6ptimo. Hong y
Kwon (1981), realizaron un estudio sobre enzimas producidas por Basidiomicetos encontraron
que el rango de pH estable para las actividades de celulasas de P. ostreatus 301 fue de 4.0 a 6.0
pero el 6ptimo para dicha actividad fue a pH de 4.0 y la temperatura 6ptima para las actividades
de celulasas fue de 40 °C respectivamente. Por su parte, Liguori et al. (2015) Optimizaron las
condiciones de sacarificacion de biomasa lignocelulésica de Arundo donax por enzimas

celuloliticas de P. ostreatus. En este estudio también encontraron que el pH o6ptimo de la
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actividad de celulasas de P. ostreatus fue de 4.0 en buffer Mcllvain y en buffer Na-citrato. Pero
la temperatura dptima para celulasas fue de 50 °C, temperatura que representa la condicion mas
utilizada para la hidroélisis enzimatica de biomasas lignoceluldsica.

Okereke, Akanya y Egwim (2017) aislaron y purificaron una celulasa acidéfila extracelular
del filtrado del cultivo del hongo P. ostreatus cultivado en fermentacion sumergida. En este
estudio encontraron la actividad més alta de la celulasa purificada a un pH de 4.0. El perfil de
temperatura de la celulasa fue estable en un rango de 40 a 65 °C lo que indico que la enzima era
terméfila. Ademas, la celulasa purificada fue capaz de hidrolizar varios residuos (cascara de
yuca, mazorca de maiz, cascara de arroz y cascara de cacahuete) sin un pretratamiento quimico
previo que podria ser el resultado de la alta celulosa y el bajo contenido de lignina de los
residuos, con ello han demostrado que celulasas de P. ostreatus puede ser una fuente renovable
prometedora de estas enzimas que podria explorarse para la degradacion de la biomasa y otras
aplicaciones industriales.

Por otra parte, Karthikeyan (2015) optimiz6 la produccion de celulasas de P. ostreatus y
Calocybe indica. La actividad de celulasa de P. ostreatus tuvo buena actividad entre los rangos
de temperatura de 55 y 75 °C respectivamente, sin embargo, la maxima actividad la alcanz6 a 70
°C indicando que al igual que la celulasa aislada por Okereke et al. (2017) las enzimas de P.
ostreatus fueron termdfilas, lo que indica que estas celulasas tienen alguna propiedad
termoestable (enzimas que mantienen su estructura a temperaturas superiores a 55 °C).

Los resultados encontrados en el presente estudio de la actividad de celulasas de P. ostreatus
apoya el hallazgo de Karthikeyan (2015), quien encontro que la maxima actividad de celulasa se
dio a 70 °C, igual a estos resultados donde la mayor actividad enzimatica para celulasas totales

(FPasa) se dio a los 69 °C, pero para el caso de CMCasa a los 64 °C. Estos resultados indican
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que las celulasas de P. ostreatus en este caso fueron termofilas, por lo que se puede decir que
estas celulasas tienen gran potencial industrial y por lo tanto puede explorarse para la
degradacion de la biomasa y otras aplicaciones industriales. Dado que las enzimas celuloliticas
termoestables tienen un gran potencial para su uso en procesos industriales como el
procesamiento de alimentos, textiles y en la bioconversidn de biomasas lignoceluloliticas. La alta
termoestabilidad es una propiedad importante de las celulasas, ya que la hidrdlisis de la celulosa
procederd més rapidamente a temperaturas mas altas y ademas protege tanto el sustrato como los
productos de la reaccién de la contaminacion microbiana y el deterioro (Olajuyighe &
Ogunyewo, 2016), estas enzimas suelen tener una mayor actividad especifica y una mayor
estabilidad, permitiendo prolongar los tiempos de hidrélisis y disminuir la cantidad de enzima
necesaria para la sacarificacion (Yeoman et al., 2010).

De acuerdo con lo anterior, y para verificar la efectividad de las celulasas en la hidrdlisis de la
celulosa del extracto enzimético de P. ostreatus, se estudio el comportamiento de degradacion de
residuos de papel bajo las condiciones Optimas encontradas, pH 6 y temperatura de 69 °C

respectivamente. Los respectivos resultados se presentan a continuacion.

5.3. Hidrolisis enzimatica de papel reciclado
La hidrolisis enzimatica se realiz6 en papel de oficina sin tinta como control (A), papel de
oficina con tinta (B) y papel de oficina previamente tratado para remover la tinta (C), con
celulasas obtenidas por P. ostreatus, bajo las condiciones de pH y temperatura optimas
previamente obtenidas, con un tiempo de hidrolisis de 12 horas. Se tomaron muestras a
intervalos de 3, 6, 9 y 12 horas para determinar la produccion de Azucares Reductores Totales
(ART) en el tiempo. La Figura 20, muestra los resultados del nivel de glucosa producidos por la

hidrolisis enzimatica.
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Figura 20. Degradacion del papel con celulasas de P. ostreatus. (Fuente: Esta investigacion)

En la Figura 20, se observa que a las 9 horas de hidrélisis hubo una produccién de glucosa
(mg/ml) con valores de 1.29 mg/ml para el papel control(A), 1.11 mg/ml para papel previamente
tratado(B) y 0.58 mg/ml para papel con tinta(C). Se observa que, después de las 9 horas la
produccién de glucosa tiende a ser constante en el tiempo para (A), (B), y (C), encontrando un
aumento poco significativo a las 12 horas, obteniendo como resultados valores de 1.36 mg/ml,
1.16 mg/ml y 0.58mg/ml respectivamente.

En el papel con tinta, las celulasas realizaron un destintado (Figura 21), ya que estas atacan la
estructura de la fibra hidrolizando la celulosa que se encuentra en la region de enlace entre la
fibra y las tintas (Sulbaran et al., 2014), esto pude explicar la baja producciéon de AR obtenidos

en comparacion al papel sin tinta y papel control.



UTILIZACION DE CELULASAS 88

Figura 21. Hidrolisis enzimatica de celulasas de P. ostreatus en Papel con tinta. (Fuente: Esta investigacion)

En el papel control (A) hubo mayor produccién de glucosa (1.36mg/ml) debido a que no hubo
la necesidad de realizar un tratamiento para remover la tinta, sin embargo, es importante destacar
que el papel previamente tratado (B) obtuvo una concentracion de glucosa (1.16mg/ml) cercana
al papel control (A), lo que permite afirmar que es importante realizar un pretratamiento para
evitar un posible destintado por las celulasas.

En cuanto a la mayor concentracion de glucosa se obtuvo a las 12 horas de hidrélisis, tiempo
en el cual tiende a ser constante (esto esta relacionado a la cantidad de extracto enzimatico que se
adicion6 (5ml para cada tratamiento)) sin embargo, los AR obtenidos son bajos en comparacion
a otros estudios. Elliston, Collins, Wilson, Roberts, y Waldron, (2013) realizaron una
sacarificacion y fermentacion semi-simultanea de papel de desecho aplicando un pretratamiento
con H,SO, durante 3 horas. La sacarificacion la realizaron en tres tiempos, 6, 12 y 120 horas;
para 6 y 12 horas se obtuvo concentraciones de aztcar de 7.5 mg / mly 144 mg / ml, y
rendimientos de 30% y 57% (p / p) respectivamente, mientras que para 120 horas se hizo una
adicion multiple de sustrato y enzima, obteniendo como resultado una concentracion final de
glucosa de 30.8 mg /ml, que equivale a un rendimiento de 61% (p / p). En otro estudio la

sacarificacion de diferentes materiales de papel (papel filtro, papel periddico, papel de oficina y
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papel folio) tratados y no tratados, con diferentes celulasas producidas por P.funiculosum,
A.niger, y T.viride, se obtuvo formacién de azlcares reductores después de un periodo de 2 horas
de sacarificacion, siendo las celulasas de T.viride mas activas en todos los materiales de papel no
pre-tratados y pre-tratados, obteniendo valores de AR (mg/mg de proteina) para papel filtro; 2.6
mg/mg, y 3.6 mg/mg; para papel periodico; 1.6 mg/mg y 1.8 mg/mg; papel de oficina; 0.8
mg/mg y 1.7 mg/mg y papel folio; 1.8 mg/mg y 4.3 mg/mg respectivamente (Wyk, Mogale, &
Seseng, 2000).

Chu y Feng (2013) evaluaron dos tipos de papel (periédicos y papel de oficina), para la
hidroélisis enzimatica, utilizando celulasas de Trichoderma reseei. Evaluaron y cuantificaron los
efectos de cuatro factores (tiempo de hidrdlisis (20 h), carga enzimatica, adicion de surfactante y
pretratamiento con acido fosfdrico); obtuvieron rendimientos de azucar 6ptimo de 18% con
periodico, y 86.6% con papel de oficina. En las condiciones éptimas, se encontré que el
rendimiento maximo de azUcar del papel de oficina era de 0.82 g de azlcares reductores por
gramo de papel, aproximadamente 4.8 veces mayor que la liberacion méxima de azUcar del
sustrato del periédico. De la misma manera Guerfali et al. (2015) investigaron la viabilidad de la
produccion de etanol a partir de periodico y papel de oficina (el papel usado se traté con H3PO,4
diluido) utilizando la hidroélisis y la fermentacién por separado (SHF), con una mezcla de
enzimas celuloliticas por Trichoderma reeseiRut-C30 y cultivos de Aspergillus nigerF38; la
etapa de hidrdlisis la realizaron en condiciones éptimas de hidrdlisis, los grados méaximos de
sacarificacion del periodico y el papel de oficina fueron del 67 y el 92%, respectivamente.

Por otra parte, se han realizado investigaciones de sacarificacion sobre diferentes residuos
lignocelulosicos. Pandit, Lawrence, Singh, y Singh, (2014) realizaron una sacarificacion de

bagazo, y residuos de papel con celulasas producidas a partir de Aspergillus flavus. El papel y
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bagazo utilizado realizaron un tratamiento previo con NaOH y H,0,. La sacarificaciéon la
realizaron con dos concentraciones de sustrato (2.5% y 5.0% p/v). Los resultados de méaxima
sacarificacion de las dos concentraciones fueron de 82% y 62.8% en papel usado y 65% y 55%
en bagazo respectivamente, a las 24 h disminuyeron. La disminucién en la velocidad de
hidrdlisis a lo largo del tiempo se puede atribuir a la inhibicion por la acumulacion de producto
final. L&zaro y Arauzo (1994) efectuaron la hidrolisis enzimatica de residuos de alcachofa y de
esparragos realizando un tratamiento previo con NaOH y sin pretratamiento durante 24 horas;
con el pretratamiento obtuvieron jarabes glucosados, con contenido de 1.7 g/L para residuos de
alcachofa y 4.5 g/L de glucosa para residuos de esparrago; y rendimientos de reaccion entre 3 y
10% respectivamente, sin pretratamiento obtuvieron jarabes glucosados, con contenido de 1.07
g/L para residuos de alcachofa y 2.12 g/L de glucosa para residuos de esparrago. En otros
estudios se ha conseguido jarabes glucosados por hidrdlisis enzimatica con aserrin de pino, con
un rendimiento superior en la formacion maxima de azucares reductores del 48%, aplicando un
tratamiento previo, con 8% de NaOH, durante 85 minutos, a 120 ° C, a un pH de hidrdlisis de 4.5
durante 240 h (Lopez et al., 2009). Por su parte, Gonzalez et al. (2011) realizaron una hidrolisis
enzimatica de una mezcla de pajas de frijol de cuatro variedades, las cuales se sometieron a
pretratamiento con NaOH al 0.1, 0.5 y 1.0%, a 121 °C durante 30, 60 y 90 min. Las pajas pre-
tratadas se analizaron y sometieron a hidrélisis enzimatica durante 10 dias. La sacarificacion
méaxima (98.95+8.38%) se obtuvo para el pretratamiento con 0.5% de NaOH durante 90 minutos
a 121 °C, con un tiempo de hidrolisis de 240 h.

Sangkharak (2011), investigo el desarrollo de produccion de azicar mediante la optimizacion
de un proceso de hidroélisis enzimatica, con celulasas de A. niger y T. viride asi como la

produccién de etanol con residuos de papel (papel de oficina, periddico, volantes y carton, el
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papel de oficina) pre-tratados con explosion de corriente. La produccién mas alta de azlcar
reductor se obtuvo del papel de oficina, con un tiempo de hidrolisis de 53.73 h, y una produccién
de azlcar de 2.184 mg/L, el porcentaje de conversion de glucosa fue de 43.68% respectivamente.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo presentan la misma tendencia creciente de la
formacion de azucares reductores de las investigaciones mencionadas anteriormente, a medida
que avanza el tiempo de hidrdlisis enzimatica, encontrando que a las 12 horas tiende a ser
constante. En base a estudios ya mencionados, se puede inferir que es necesario realizar un
pretratamiento al papel, puesto que esto aumenta la produccion de azucares reductores, de igual
manera el tiempo es una variable importante en el momento de realizar la hidrélisis enzimatica,
teniendo en cuenta que una extension del tiempo de hidrélisis puede afectar negativamente al
grado de sacarificacion, probablemente debido a la desnaturalizacién enzimatica (Guerfali et al.,
2015)

Es importante destacar, que al no realizar un pretratamiento, la obtencion de azucares
reductores es muy bajo, debido a que la biodegradacion de las biomasas lignocelulésicas no
tratadas es muy lenta y la extension de la biodegradacion también es baja (Silverstein, Chen,
Sharma, Boyette, & Osborne, 2007). Ademas se debe tener en cuenta que la cristalinidad de las
moléculas de celulosa y su asociacion con la lignina, constituyen una verdadera barrera fisica a la
penetracion de las enzimas, siendo un impedimento a la accesibilidad de la celulosa para
desarrollar un proceso de bioconversion de materiales lignocelulésicos (Fan, Lee, & Beardmore,
1980), por lo tanto se requerird de un pre-tratamiento que permita que la celulosa esté disponible
para la accion de las enzimas celuloliticas (Tejeda, Quintana, Pérez, & Young, 2011). Esto,
permitira que los rendimientos en la hidrolisis de celulosa aumenten del 20 al 90% (Fan et al.,

1980), y aumente la velocidad de reaccion de la hidrolisis enzimatica (Khalil et al, 2011); se debe
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tener en cuenta que es innecesario eliminar o alterar la lignina para aumentar de forma
significativa la susceptibilidad de los materiales lignocelulésicos a la degradacion enzimatica,
dependiendo del tipo de biomasa, es suficiente eliminar del 20 al 60% de la lignina. (Fan et al.,
1980).

Se han propuesto y desarrollado diferentes meétodos fisicos, fisicoquimicos, quimicos y
bioldgicos, que incluyen la utilizacion de acidos concentrados o diluidos, SO,, alcalis, peroxido
de hidrogeno, oxidacion humeda, explosion con vapor, explosién de fibras por amoniaco,
explosion con CO,, agua liquida caliente y tratamientos con solventes orgénicos. En cada opcion
se reduce el tamafio y se abre la estructura fisica de la biomasa; sin embargo, estos tratamientos
consumen gran cantidad de energia y frecuentemente generan compuestos toxicos, por lo que son
poco viables econdmicamente y de alto impacto ambiental (Quevedo Hidalgo, 2011), ademas
estos pretratamientos no se pueden aplicar de forma genérica por la diversidad de las diferentes
materias primas (Sun & Cheng, 2002). Se ha reportado el uso de NaOH para el pretratamiento de
materiales lignocelulésicos para aumentar su digestibilidad (Khalil et al., 2011; Silverstein et al.,
2007), esto es una buena alternativa frente a otros tipos de pre-tratamientos, ya que el tratamiento
con NaOH puede ser el mas adecuado para el desarrollo de un proceso de aprovechamiento de
residuos agricolas por hidrélisis, puesto que se trata de un reactivo relativamente barato, no
produce sustancias extrafias que puedan interferir en la hidrélisis enzimatica y las condiciones de
operacion son moderadas (Silverstein et al., 2007). Igualmente se enfatiza en los pretratamientos
bioldgicos siendo un enfoque respetuoso con el medio ambiente, el cual ha recibido una atencion
renovada para mejorar la sacarificacion enzimatica de la biomasa lignocelulésica en los procesos
de bioetanol, estos pretratamientos emplean microorganismos principalmente de hongos

marrones, blancos y de pudricién blanca que degradan la lignina y hemicelulosa (Alvira, Tomas-
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Pej6, Ballesteros, & Negro, 2010). Lo anterior es particularmente importante, debido a que el
costo del pre-tratamiento es uno de los principales factores que encarecen el proceso de

produccion de etanol (Balat, Balat, & Oz, 2008).
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CONCLUSIONES
La mayor actividad enzimética de P. ostreatus utilizando bagazo de fique como sustrato se
dio a los 20 y 26 dias para FPasa y CMCasa con valores de 0.9978 FPU/ml y 0.5989 1U/ml

respectivamente.

La generacion de la actividad celulolitica de P. ostreatus no es arbitraria y esta relacionada
con el crecimiento y desarrollo del hongo, es decir, se generan en periodos especificos durante la
fermentacion. En esta investigacion se encontré que esta se mantiene hasta la formacion de los
primordios, luego comienza a disminuir después de los 26 dias de su crecimiento que es cuando

comienza la formacion de los basidiomas.

Las mejores condiciones de extraccion (pH del buffer de extraccién) y temperatura de

hidrolisis de celulasas de P. ostreatus cultivado en bagazo de fique fueron pH de 6 y 69 °C.

Tanto el pH como la temperatura de hidrdélisis de las celulasas obtenidas presentaron efectos
significativos tanto para FPasa como CMCasa y se ajustaron satisfactoriamente a un modelo

cuadratico.

El papel como fuente de celulosa, permitié la produccion de azucares reductores, al utilizar
las celulasas que se obtuvieron con el hongo Pleurotus ostreatus, bajo las condiciones de pH y
temperatura 6ptimas, con un tiempo de hidrolisis de 12 horas, considerandose un sustrato

adecuado y eficiente, presentando una tendencia creciente de produccion de azucares reductores.

El estudio de degradacion de papel con celulasas de P. ostreatus alcanzo la mayor produccion
de glucosa (mg/ml) a las 9 horas con valores de 1.29mg/ml para el papel control(A), 1.11mg/ml

para papel previamente tratado(B) y 0.58 mg/ml para papel con tinta(C). Después de las 9 horas
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la produccion de glucosa tiende a ser constante en el tiempo, encontrando un aumento poco

significativo a las 12 horas.

En el papel control (A) hubo mayor produccién de glucosa (1.36mg/ml) debido a que no hubo
la necesidad de realizar un tratamiento previo para remover la tinta; es importante destacar que el
papel previamente tratado (B) obtuvo una concentracion de glucosa (1.16mg/ml) cercana al
papel control (A), lo cual permite afirmar que es importante realizar un pretratamiento para

obtener mayores rendimientos en la produccion de azucares reductores.

Se concluye que, al realizar un pretratamiento a los residuos lignocelulésicos, se obtendran
mayores rendimientos en la obtencion de azUlcares reductores, ya que si estos no son previamente
tratados la biodegradacion es lenta, por lo tanto, se requiere un pretratamiento que permita que la

celulosa esté disponible para la accidn de las enzimas celuloliticas.

La produccion de celulasas de P. ostreatus puede ser una fuente renovable prometedora de
estas enzimas que pueden ser exploradas para la degradacion de la biomasa para la obtencién de

azucares reductores y otras aplicaciones industriales.
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RECOMENDACIONES
Se recomienda examinar la produccion de celulasas de P. ostreatus con otras fuentes de
carbono, en especial con los residuos lignoceluldsicos por ser la mayor fuente renovable de

carbono en el mundo.

Se recomienda estudiar las condiciones de cultivo para la produccion de extractos enzimatico
de P. ostreatus ya que es muy importante conocer los requisitos para optimizar la produccion
enzimatica que se da durante el desarrollo y crecimiento del hongo, en ese sentido, el tipo y la
concentracion de la fuente de carbono, el pH del medio de cultivo y otros factores los

determinaran qué enzima y la cantidad que se produce.

Se recomienda examinar la estabilidad de las celulasas de P. ostreatus, con el propdsito de
estudiar la actividad enzimatica en relacion con tiempo de almacenamiento del medio que

contiene la enzima.

Se recomienda seguir investigando acerca de la hidrolisis enzimatica utilizando como sustrato
residuos de papel, teniendo en cuenta la aplicacion de un pretratamiento, el cual permitira que los
rendimientos en la hidrdlisis de celulosa aumenten, y aumente la velocidad de reaccion de la

hidroélisis enzimatica para obtener mayor produccién de AR.

Se sugiere continuar con los estudios que evalten diferentes factores, como tiempo de
hidrolisis, carga enzimaética, y diferentes concentraciones de pretratamiento en residuos de papel,
con el fin de encontrar condiciones Optimas, para la produccion de azlcares reductores y ser

utilizados en la produccién de bioetanol.

Se recomienda realizar investigaciones en la aplicacion de pretratamientos en residuos

lignocelulésicos, que sean viables econdmicamente y no tengan alto impacto ambiental, ya que
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muchos pretratamientos fisicos, quimicos, entre otros, consumen gran cantidad de energia y

pueden generar residuos toxicos.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la realizacion de este trabajo de grado, se
recomienda como siguiente paso, realizar un estudio econémico a nivel piloto, utilizando los
parametros aqui encontrados, para evaluar la factibilidad econémica del mismo y su viabilidad

en la economia local.
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ANEXOS
ANEXO A. Sustrato en formacion micelial, formacion y fructificacion de primordios de P.

ostreatus

Figura A-1. Desarrollo de P. ostreatus. a) formacion del micelio blanquecino. b) Invasion micelial. c)
Formacion de primordios. d) Fructificacion de los primordios. (Fuente: Esta investigacion)
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ANEXO B. Determinacion quimica de azucares reductores

Para la determinacion de los azUcares reductores se utilizé la técnica analitica desarrollada por
Miller (1959) el cual se basa en la reduccidon del reactivo acido 3,5 dinitrosalicilico en presencia
de azucares reductores, hacia acido 3 amino 5 dinitrosalicilico, producto coloreado que absorbe a
540 nm. El procedimiento reportado fue adaptado de Ghose (1987) y del reporte técnico
NREL/TP-510-42628.

Curvas de calibracidon de la concentracion de glucosa utilizadas

Las curvas de calibracion para determinar CMCasa y FPasa se presentan a continuacion. Para
ello se construyeron curvas estandar de glucosa lineal usando cantidades absolutas de glucosa
(mg/0.5ml), diluida en citrato 0.05 M pH 4.8. Para los célculos de CMCasa y FPasa a diferentes
pH y para el célculo de azucares reductores en la hidrolisis de papel, se construyé la curva
estandar de glucosa (2g/l), diluida en agua destilada. El ajuste de las curvas se realizé mediante

la herramienta de Analisis de datos en Excel®.
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Figura B-1. Curva de regresion correspondiente a Glucosa/Buffer fosfato/CMC. (Fuente: Esta investigacion)
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Figura B-2. Curva de regresion correspondiente a Glucosa/Buffer fosfato/FP. (Fuente: Esta investigacién)
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Figura B-3. Curva de calibracion de D-glucosa para CMCasa y FPasa a diferentes pH. (Fuente: Esta investigaciéon)
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Figura B-4. Curva de calibracion de D-glucosa. (Fuente: Esta investigacion)
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ANEXO C. Analisis estadisticos

A continuacion, se presentan las graficas de probabilidad normal y los residuales para cada
uno de los disefios estadisticos.

Supuesto de normalidad: En la Figura C-1 y C-2, se muestra el grafico de probabilidad
normal de los efectos para FPasa y CMCasa, observdndose en ambos similitud del
comportamiento entre los resultados obtenidos y los predichos por el programa estadistico
utilizado. podemos observar que tanto para FPasa y CMCasa los residuos parecen ajustarse a una
linea recta, por lo que no tenemos motivos para sospechar que existan problemas en cuanto a la

validez de nuestras conclusiones
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Figura C-1. Gréfica de Probabilidad Normal para Residuos para FPasa. (Fuente: Esta investigacion)
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Figura C-2. Gréfica de Probabilidad Normal para Residuos para CMCasa. (Fuente: Esta investigacién)

Supuesto de homocedasticidad: En la Figura C-3 y C-4. La grafica de los residuos en

funcidn de los valores predichos, no apreciamos tendencia clara en este grafico tanto para FPasa

como para CMCasa, los residuos no presentan estructura definida respecto de los valores

predichos por el modelo por lo que no debemos rechazar la hipdtesis de homocedasticidad.
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Figura C-4. Gréfica de Residuos para CMCasa. (Fuente: Esta investigacion)

Supuesto de independencia: En la Figura C-5 y C6, la grafica de los residuales frente al
orden de ejecucion para FPasa y CMCasa se puede establecer que los errores aleatorios son
independientes ya que los puntos estan distribuidos de manera aleatoria alrededor de la linea, es
decir, que no existe patron alguno, lo cual indica que los errores experimentales no dependen del

orden en gue se realizaron los experimentos
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Figura C-5. Grafica de Residuos frente al orden de ejecucion para FPasa. (Fuente: Esta investigacion)
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Figura C-6. Gréfica de Residuos frente al orden de ejecucion para CMCasa. (Fuente: Esta investigacion)



