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RESUMEN

Esta investigacion es parte de un proyecto en el cual se pretende dar un uso sustentable a un
residuo agricola como es el banano denominado “de rechazo”, producto que no es exportado
principalmente por no alcanzar el tamafo requerido, lo cual nos da una materia prima en buen

estado y a bajo costo.

El Ecuador posee una amplia biodiversidad microbiolégica, por lo que también ha sido
objetivo de este trabajo conocer hongos que sean aptos para la produccién enzimas que

favorezcan la obtenciéon de azucares fermentables.

Primeramente se inicié con el muestreo de hongos degradadores de material celulésico y
amildceo, microorganismos que fueron aislados de tres sectores con actividad bananera de Ia
Provincia de El Oro, los cuales fueron sometidos a un tamizaje enzimatico para determinar
cualitativamente la actividad celulolitica, amilolitica y pectinolitica. De estos trabajos previos se
ha seleccionado inicialmente tres aislamientos fungicos con potencial actividad bioldgica. Para
favorecer el acceso de las enzimas e incrementar el rendimiento en glucosa obtenida, se ha

introducido el estudio de tres pretratamientos en la materia prima.

La mayor actividad para glucosa fue de 4.99 g/L con el pretratamiento hidrotérmico a los 14

dias de cultivo a una concentracion de sustrato de 10% con el hongo 110M.

La mayor actividad para amilasa fue de 9.99 UA/ml a los 16 dias a una concentracion de 10%

de sustrato con el hongo 138M.

Para la actividad pectinolitica se registrd la mayor actividad para polimetilgalacturonasa de
0.19 UE/ml a los 12 dias a una concentracién de 10% de sustrato con el pretratamiento
hidrotérmico hongo 110M. Para poligalacturonasa la mayor actividad fue de 0.254 UE/ml con
el pretratamiento hidrotérmico a los 10 dias a una concentracién 10% con el hongo 110M.
Para pectato liasa la mayor actividad fue de 188.07 UE/ml con el pretratamiento hidrotérmico
a los 14 dias a una concentraciéon 5% con el hongo 110M. Para pectin liasa la mayor actividad
fue de 262.70 UE/ml con el pretratamiento hidrotérmico a los 12 dias a una concentracién 10%

con el hongo 70M.
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1 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El dramdtico deterioro ambiental generado por el uso abusivo de combustibles fdsiles no
renovables, sobre todo aquellos que tienen que ver con el uso en automotores, ha hecho que
la ciencia oriente sus esfuerzos a la investigacidn de alternativas energéticas que modifiquen y
disminuyan las incesantes emisiones de diéxido de carbono y que permitan el uso de otras
fuentes, principalmente la biomasa, como materia prima a la generacién de energia (U. S.

Departament of Energy, 2006).

La produccion de biocombustibles a partir de cultivos energéticos renovables como la cafia de
azucar, el maiz, la yuca, la remolacha azucarera, la palma africana, el girasol, el mani, el sorgo
dulce, o los excedentes de banano ofrecen, multiples ventajas, no sélo relacionadas con el uso
en automotores y la reduccion de emisiones de gases, producto de la descomposicidon
bioldgica, sino también, en el acceso a los beneficios de los Mecanismos de Desarrollo Limpio
(MDL) en el marco del Protocolo de Kyoto y en la venta de Certificados de Reduccién de
Emisiones de Gases de Efecto Invernadero -negociables en el mercado internacional, lo que

podria significar ingresos adicionales al estado ecuatoriano (Europa Press).

El uso de biomasa como materia prima para la produccién de biocarburantes tiene ventajas
desde el punto de vista econdmico ya que al producirse a gran escala implica bajos costos,
ademas que al ser un recurso renovable se disminuiria en gran parte la dependencia del crudo

de petrodleo.

Ecuador es un pais mega diverso, su riqueza bioldgica se refleja en la gama de plantas,
animales y microorganismos. A su vez el banano se constituye en el principal cultivo agricola
de exportacion después del petrdleo. En el afio 2007 se registro un volumen de exportacion
de 4'651.342 TM, lo que representa aproximadamente el 80% de la produccién (A.E.B.E. 2007),
el 20% restante corresponde a la fruta que no estda en capacidad de ser exportada,
denominado banano de rechazo, el cual se genera en la etapa de seleccién y empaque, de este
residuo (1°162.835 TM/afio) una parte es utilizado para alimentacion animal y en otros casos
se degrada al ambiente ocasionando problemas de contaminacién ambiental, que da lugar a la

emision de gases de efecto invernadero, atraccidon de vectores y produccion de lixiviados que




arremeten contra la calidad hidrica, superficial y subterranea afectando la calidad de los

suelos (Afanador, A. 2005)

Es importante anotar que a mas de la gran cantidad de biomasa generada por esta actividad
agricola, la fruta es rica en almidén 20.3% (Afanador, A. 2005) convirtiéndola en un importante

recurso con grandes posibilidades de darle valor agregado.

Los polisacaridos presentes en el banano de rechazo, pueden ser convertidos a azucares
fermentables, por diferentes procesos hidroliticos, y estos azlcares a su vez convertirse a
alcohol, utilizando précticas biotecnoldgicas simples y muy conocidas la fermentacién; ademas
ser utilizadas en la produccidon de edulcorantes, debido al contenido de glucosa y fructuosa,

siendo los azucares fermentables del banano aplicados en la industria (Arenas, A. 1998).

El etanol es un alcohol que se obtiene por fermentacién de productos ricos en carbohidratos
y/o celulosa; y en su estado anhidro es usado actualmente como el sustituto ideal de la

gasolina.

El bioetanol presenta algunas ventajas como:

e Se obtiene a partir de cultivos agricolas, que constituyen fuentes renovables de
energia.

e Se produce a partir de cultivos propios de la regién permitiendo el crecimiento agricola
del sectory la produccién local del biocombustible.

e Permitiria una liberaciéon parcial de la produccion y las politicas petroleras, asi como de
las fluctuaciones de su precio.

e Llas emisiones al ambiente causadas por la combustion de etanol son menos

contaminantes para los seres vivos, el agua y el aire.

Pese a que en el Ecuador existe una inmensa biodiversidad, no se han reportado estudios
importantes de fermentacidn fungica usando banano como sustrato, con esta investigacion se
pretende contribuir al desarrollo del conocimiento cientifico en lo referente a la bisqueda de
metabolitos fungicos de interés, obtencion de azlcares fermentables que pueden ser usados

como precursores en la fermentaciéon alcohdlica




La Universidad Técnica Particular de Loja, a través del Centro de Biologia Celular y Molecular
pretende aportar al impulso de metodologias biotecnolégicas aplicables al aprovechamiento
sustentable de los recursos naturales, promoviendo de esta manera el interés en nuevas
tecnologias para dar valor agregado a los recursos subutilizados, y ademas, abren las puertas
para el estudio de nuevos sustratos de cultivos de nuestra regidén, esto permitird, el desarrollo
del conocimiento cientifico y técnico en investigaciones que beneficien a la sociedad, la ciencia

y el medio ambiente

1.2 FIN DEL PROYECTO
Obtener azlcares fermentables que sirvan como precursores de fermentacion.

1.3 PROPOSITO DEL PROYECTO
Determinar la actividad de las enzimas amiloliticas y pectinoliticas presentes en la degradacion

flngica de pulpa de banano.

1.4 COMPONENTES DEL PROYECTO
» Aislar cepas fungicas de tres bananeras de la Provincia de El Oro.

> Determinar cualitativamente la actividad amilolitica, pectinolitica y celulolitica de las
especies aisladas.

» Determinar el pretratamiento o6ptimo (molienda, troceado, hidrotérmico) para
incrementar el rendimiento en glucosa obtenida.

> ldentificar cuantitativamente la actividad amilolitica (a-amilasa) y pectinolitica de los
fermentados fungicos.

» Determinar la influencia de la concentracién del sustrato en la produccién enzimatica.

» Determinar la cepa con mayor productividad.




1.5 HIPOTESIS DE TRABAJO

H1. El pretratamiento aplicado a la pulpa influye en el rendimiento de glucosa obtenida.

H2. La concentracién del sustrato influye en la produccién de las enzimas amiloliticas y

pectinoliticas.

H3. Las tres especies de hongos poseen el mismo nivel de degradacién de pulpa.

1.6 DISENO EXPERIMENTAL Y VARIABLES DE ESTUDIO

1.6.1 Diseio a utilizar: Disefio Factorial

1.6.2 Variables de estudio:

ao= Molienda bo= concentracion 1% Co- Hongo 1(70M)
a;= Troceado b,= concentracién 5% ¢;=Hongo 2 (110M)
a,= Hidrotérmico b,= concentracién 10% c,=Hongo 3 (138M)

1.6.3 Variables respuesta:

Glucosa, amilasa, pectinasas




2 ANTECEDENTES

2.1 Pared celular de los vegetales

La pared celular de las plantas estd formada por una estructura compleja y ordenada que
constituye una barrera que defiende a las células de las invasiones microbianas. Un
comportamiento caracteristico de muchos organismos fitopatégenos es la facultad de producir
una serie de enzimas capaces de degradar los polimeros constituyentes de la pared celular de

las plantas (Alconada, T. 1992)

La pared celular de las plantas se divide en 3 capas: laminilla media, pared primaria y pared
secundaria, las cuales varian en su composicién quimica como el grado de organizacién. La
laminilla media y la pared primaria son los principales constituyentes de las sustancias pécticas
(30%), las hemicelulosas y celulosa son los principales componentes de la pared secundaria
(70%) y la lignina llena los espacios dentro del marco fibrilar de celulosa uniéndose

guimicamente a los polisacaridos (Esau, 1982)

Fig. 1 Pared celular vegetal (Esau, 1982)




2.1.1 Estructura quimica: Almidén, Pectina y Celulosa

2.1.1.1 Almiddén

El almidén es la principal reserva energética de algunos vegetales y estan constituidos por
mondmeros de glucosa, formando estructuras largas conocidas como amilosa y amilopectina

(Garcia, I. 2005)

La amilosa es una cadena lineal de 300 a 350 unidades de glucosa, con uniones a 1-4, es
soluble en agua y representa aproximadamente el 20% del total del almidén.

La amilopectina, de 2.000 a 200.000 unidades de glucosa, con uniones a 1-6 presenta
ramificaciones en su estructura cada 20-25 unidades de glucosa, y constituye la mayor parte

del almidén 80% (Rock, J. 2006)

Fig 3. Molécula de amilosa (Rock, J. 2006)

Es importante mencionar que la pulpa de banano que se utiliza contiene un porcentaje de

almiddn de 20,3%, siendo de interés en nuestro proyecto (Afanador, A. 2005).
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Fig. 4 Molécula de amilopectina (Rock, J. 2006 )

2.1.1.2 Pectina

Las pectinas son polisacaridos que se componen principalmente de acidos poligalacturdnicos.
Las pectinas son utiles por su capacidad para formar geles o jaleas con compuestos

polihidroxilados, como los azlcares o con cantidades diminutas de iones polivalentes (Arroyo,

A.2002).
COOH COOCH, . COOCH, COOH
0 '
H H H
b OH  H ﬁ X °/<}H H H ;’O/<OH HAS
H OH H aH H oH H OoH

Fig. 5 Molécula de pectina (Soriano, M. 2004)

La pectina tiene funcion lubricante en la pared celular de las plantas superiores, estd
involucrada en la textura y maduracién de las frutas, en el crecimiento de los vegetales y en la

interaccion entre plantas huésped y sus patdgenos (Soriano, M. 2004).




Se considera que la eliminacion de la pectina facilita a las enzimas celuloliticas vy
hemiceluloliticas un mayor acceso a los sustratos incrementdandose la conversidon de la

biomasa (Alconada, T. 1992)

2.1.1.3 Celulosa

La celulosa es el polimero lineal individual mas importante de las plantas, constituyendo entre
el 40-50% de la pared celular de la planta, consiste en un mondémero de glucosa unida por
enlace B (1-4) (Wainwright, M. 1995). La celulosa tiene una estructura lineal o fibrosa en la
gue se establecen multiples puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de las distintas
cadenas de glucosa, haciéndolas muy resistentes e insolubles al agua; de esta manera se
originan fibras compactas que constituyen la pared celular de las células vegetales, dandoles

asi la necesaria frigidez.

CHg OH
H H

HONOH  H g

Fig. 6 Molécula de celulosa (Wainwright, M. 1995)

Las fibrillas de celulosa muy empaquetadas y dispuestas en haces paralelos rodean a la célula
formando capas cruzadas. Estas fibrillas se hallan aglutinadas por una matriz compuesta de

hemicelulosa, proteina y pectina (Paz, V. 1985)

La hemicelulosa esta presente en la pared celular de la planta y en ella forma un gel acuoso en

el cual estan embebidas las microfibrillas de celulosa (Cunninghan, R. 1994)




2.2 HONGOS

2.2.1. Caracteristicas generales de los hongos.

Los hongos constituyen un conjunto de seres vivos que incluye desde organismos unicelulares
u organismos pluricelulares macroscépicos. Estan formados por células eucariotas con una
pared rigida, se caracterizan por ser inmdviles, presentar nutricion heterdtrofa por absorcion y
reproduccion asexual y sexual.

Los hongos unicelulares son microscopicos, poseen forma redondeada y se denominan
levaduras. La mayor parte de los hongos, sin embargo son pluricelulares, estdn formados por
células cilindricas alargadas, que se disponen linealmente para constituir largos filamentos,
denominados hifas. Todas las hifas al crecer forman micelios (Los Hongos. Apuntes de

Microbiologia UAB)

La mayoria de los hongos poseen un papel importante en la naturaleza, en la que se hallan
ampliamente distribuidos, degradando y reciclando la materia organica muerta a merced de
sus numerosas potencialidades metabdlicas de tipo quimioheterdtrofo.

Crecen facilmente en los medios de cultivo convencionales dando lugar a colonias visibles
macroscépicamente, con morfologia bien diferenciada segun estan formadas por levaduras u

hongos filamentosos (Los Hongos. Apuntes de Microbiologia UAB).

2.2.2. Estructura celular de los hongos.

Las células fungicas son eucariotas, poseen el nucleo y las estructuras propias de estas células,

como son el reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi, las mitocondrias y un citoesqueleto,




asi como ribosomas, en un citoplasma limitado por una membrana celular, recubierta por una

pared rigida caracteristica (Los Hongos. Apuntes de Microbiologia UAB).

La pared celular de los hongos estd formado por capas, constituidas por diversos polimeros
polisacaridos fibrilares, como la quitina (polimero B 1-4 de N-acetilglucosamina), la celulosa

(polimeropB-1,4 de glucosa) y por estructuras amorfas.

2.2.3. Importancia de los hongos.

Los hongos son la base de muchas fermentaciones y la fuente de muchas enzimas comerciales,
como las amilasas y pectinasas; son responsables de la degradaciéon de gran parte de la
materia organica de la tierra, una actividad enormemente beneficiosa ya que permite el

reciclaje de la materia viva (Garcia R. 2008).

Los hongos de uso industrial deben producir la sustancia de interés, estar disponible en cultivo
puro; y crecer en cultivos a gran escala, que origine el producto deseado en un corto periodo

de tiempo (Lexur, 2007)

En la etapa de crecimiento o trofofase, el hongo crece exponencialmente. Al consumirse un
nutriente, la velocidad de crecimiento disminuye y comienza la fase de almacenamiento en la
cual comienza la sintesis de metabolitos secundarios y la fase de mantenimiento donde la

produccién de metabolitos secundarios disminuye (Forchiassin, F. 1999)

Un ejemplo de producciéon de metabolitos secundarios de interés industrial, es el que se
obtiene de los residuos del cultivo del platano al emplearse como sustrato en un proceso de

fermentacién en estado sdlido (Granda, D. 2005).
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2.3 Actividad enzimatica

Las enzimas son catalizadores bioldgicos que permiten que las reacciones quimicas del
metabolismo celular ocurran a una velocidad significativa, en condiciones ambientales

extremadamente suaves (lllanes, A. 1994)

2.3.1 Enzimas amiloliticas

Las amilasas hidrolizan moléculas de almiddn liberando diversos productos, incluido polimeros
compuestos de unidades de glucosa. Las amilasas se dividen en tres grupos: a-amilasa, B-

amilasas y glucoamilasas (Rigon, M. 2005)

2 o-Amilasa

La a — amilasa rompe al azar los enlaces en el interior del sustrato (endoamilasas) las cuales
hidrolizan ordenadamente unidades de maltosa a partir de los extremos no reductores del
sustrato (exoamilasa) y glucoamilasas que liberan unidades de glucosa a partir de los extremos

no reductores del sustrato (Carrera, J. 2003)

La o — amilasa esta distribuida ampliamente en los microorganismos que hidrolizan enlaces a-
1,4 glicosidicos de la amilosa, amilopectina y glucégeno, pero los enlaces a- 1,6 glicosidicos de

la cadena ramificada de los polimeros del almidén no son atacados.

La hidrolisis de la amilosa por a-amilasa causa una conversion en glucosa, maltosa y

maltotriosa (Vargas, A. Silver, L.)

2.3.2 Enzimas pectinoliticas

Las enzimas pectinoliticas son producidas en grandes cantidades por numerosos

microorganismos asociados en forma patdgena a las plantas (Bateman, 1966, Rombouts, 1980)
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Las pectinasas presentan gran diversidad, debida en parte a la compleja naturaleza del
sustrato degradado. Las plantas y los microorganismos son los principales productores de estas
enzimas (Naidu y Panda, 1998)

L3 Polimetilgalacturonasa
Degradan el polimero metilado, la pectina. Son producidas por algunos hongos, bacterias y
plantas superiores (Sawada et al., 2001).

£3d Poligalacturonasa
Degradan la pectina desmetilada, es decir el acido poligalacturdnico. Las poligalacturonasas
rompen los enlaces glucosidicos a (1-4) mediante hidrélisis, creandose dos moléculas similares
a la original aunque de menor tamafio debido a la aparicién de un nuevo residuo terminal
reductor (Rodriguez, P.)

£ Pectin liasa
Sirve para aumentar la cantidad de pectina natural de las frutas y verduras (Cortes, A.)
Son sintetizadas mayoritariamente por hongos, aunque también son identificados en bacterias
(Kozianowski et al., 1997).

L3 Pectato liasa
Estdan ampliamente distribuidas entre los microorganismos patdogenos de plantas y son el
objeto de diferentes estudios debido a su posible papel como factores de virulencia. Estas

enzimas actuan a pH alcalino 8-10y requieren calcio para la actividad enzimatica (Cavalitto, S.

2003)

2.4 APLICACIONES INDUSTRIALES

2.4.1 Amilasas
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Estas enzimas tienen diferentes aplicaciones en la industria, se utilizan para modificar las
caracteristicas naturales de los almidones, es asi que en panaderia y molineria se utiliza para la
reduccion de la viscosidad de las pastas, aceleracion del proceso de fermentacion, incremento
del volumen de pan, mantenimiento de frescura y suavidad, incremento de volumen de masa.

En cerveceria para el proceso de malteado (Vargas, L.)

El banano es considerado como una matéria prima potencial para la industria del bioetanol
dado que tiene un alto contenido de almiddn (20.3%), el cual mediante hidrolisis se convierte

en azuUcares fermentables (Afanador, A. 2005).

2.4.2 Pectinasas

Industria Juguera; el jugo de frutas por prensado, presenta turbiedad debido a la presencia de
restos de tejidos, el agregado de estas enzimas promueve la degradacidon de la capa externa
de pectina permitiendo la exposicién sobre la superficie de las proteinas contenidas en su

interior, aumenta el rendimiento del jugo extraido y facilita su procesado (Cavalitto, S. 2003).

Las enzimas pectinoliticas producen modificacion de la estructura de la pared celular,
incrementandose la accesibilidad de los componentes en la degradacion hacia otras enzimas
(Alconada, T. 1920), estas enzimas son de gran importancia en la producciéon de azucares
fermentables porque catalizan el desdoblamiento de uniones glucosidicas a- (1,4) de cadenas

de pectina, que contiene la pulpa de banano.

Los microorganismos pectinoliticos producen diferentes enzimas pécticas segun el sustrato el

mecanismo y el patrén de accion.
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2.4.3. Azucares fermentables

Los azucares fermentables son el resultado de la degradacion de cadenas largas de

carbohidratos, transformando el almidén en cadenas cortas de glucosa (Dela, J. 2006).

La produccion de glucosa, tiene algunas aplicaciones en las industrias de la alimentacién y

farmacéuticas (Ballesteros, E. 2008).

Los polisacaridos presentes en el banano de rechazo, pueden ser convertidos a azlUcares
fermentables, por procesos hidroliticos. Estos azlcares pueden ser convertidos a alcohol,
utilizando practicas biotecnolégicas simples y muy conocidas, fermentacién (Grupo
Interdisciplinario de estudios moleculares GIEM).

Una de las mas grandes aplicaciones biotecnolégicas de los azlcares fermentables obtenidos
en nuestra investigacion, es el etanol; el cual puede utilizarse como combustible (Oliva, J.

2003).

2.5 Composicion quimica del banano “Cavendish Valery”

Los bananos verdes contienen del 20 — 22% de la materia seca, principalmente en forma de
almiddén. Cuando estas maduran el almiddn se convierte en azucares simples como: sacarosa,
fructuosa y glucosa. Los azucares presentes en la pulpa de banano maduro, son facilmente
asimilables. Los principales son sacarosa (66%), glucosa (20%) y fructuosa (14%) (Hurtado, F.

2001).
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Tabla 1. Anélisis de pulpa de banano: Cavendish Valery

Pulpa
Proporcidn en peso 57.0
Humedad 73.3
Azucares reductores 0.16
Sacarosa 2.1
Polisacaridos facilmente hidrolizables 26.6
Almidon 20.3

Fuente: lizuka et. Al. (1985)

Polisacaridos facilmente hidrolizables: glucégeno, celulosa, quitina, pectina (Calderon, B. 2005)

2.6 Descripcion de los Pretratamientos

El objetivo de los pretratamientos para obtener azucares fermentables es aumentar la
susceptibilidad del material para obtener un sustrato lignocelulosico reactivo que sea
altamente accesible al ataque del caracter microbiolégico y enzimatico en el contexto de la
utilizacién o procesamiento bioquimico de los mismos (Cunningham, R. 1994).

Ademads los pretratamientos consiguen remover total o parcialmente la lignina y la

hemicelulosa y reducir el tamafio de las particulas de material (Medel, F.)

a) Pretratamientos Fisicos; se dividen en mecdnicos, como molienda y troceado.
Molienda, aumenta la superficie especifica y la densidad aparente, facilitando la
hidrélisis posterior (Oliva, J. 2003). Troceado, reduce el tamafo de las particulas del
material (Pacheco, F 2005).

b) Pretratamientos Fisicoquimicos; incluye el pretratamiento hidrotérmico, el cual logra
el fraccionamiento selectivo de cada uno de los tres componentes poliméricos que

constituye la biomasa lignocelulosica (Cunningham, R. 1994).
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c)

d)

Pretratamientos Quimicos: el objetivo de estos pretratamientos es solubilizar la
fraccion de lignina y modificar la estructura de la celulosa facilitando la accion de las
enzimas al sustrato (Ballesteros, M. 2003).

Pretratamientos Bioldgicos: el material lignocelulésico se somete a la accidon de
determinados microorganismos, el objetivo es degradar la lignina y la hemicelulosa,
eliminando las barreras que protegen la celulosa y haciéndola mas accesible al

posterior ataque enzimdtico (Ballesteros, M. 2003).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Diseiio experimental

Se utilizé el disefio factorial, de acuerdo a los 3 pretratamientos, 3 concentraciones y las 3
especies fungicas, con un total de 27 tratamientos por tres repeticiones, dando un total de 81

ensayos.

3.2 Aislamiento de Especies fingicas

La recoleccion de las especies fungicas se realizd en la provincia de El Oro, en los siguientes
cantones:

Tabla 2. Recoleccidn de especies fungicas

Cantén Hacienda msnm
El Guabo La Soledad 9
Pasaje Corralitos 12
Arenillas Fabiola 17

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

Las muestras fungicas se tomaron de troncos, frutos en descomposicion, esporas del
ambiente, endofitos del follaje del banano y plantas cercanas, que fueron aisladas en medio
MYP, (Anexo 1.1), con el fin de obtener cepas puras e iniciar screening enzimatico.

El procedimiento para aislar endéfitos se encuentra en el Anexo 1.4

3.3 Recoleccion del Banano de rechazo

17



La recoleccion del banano de rechazo se realizd en los mismos sectores de la toma de
muestras fungicas.

Lavado: El banano recolectado es lavado con abundante agua.

Troceado: la pulpa de banano es cortada en circulos de 0.5 cm.

Secado: en una estufa a 50°C, con la finalidad de detener la maduracion y obtener una materia
prima mas homogénea.

A la vez este procedimiento nos permite reducir la actividad de agua y disminuir el riesgo de

contaminacion de la materia prima durante el almacenamiento.

3.4 Evaluacion cualitativa de Enzimas amiloliticas, pectinoliticas y
celuloliticas

Se evalud cualitativamente las especies aisladas buscando una actividad enzimatica
importante.

a) Enzimas amiloliticas
Se utiliza como inductor banano en tres concentraciones 1, 5, 10% y como revelador lugol al
0.4%. Este es colocado en el medio MYP, zonas claras alrededor de la colonia es el indicador
preliminar de presencia de enzimas amiloliticas.

b) Enzimas pectinoliticas
El inductor es banano en tres concentraciones 1, 5,10% y como revelador azul de bromotimol
al 0.1%. Un cambio de coloracién es el indicador preliminar de presencia de enzimas
pectinoliticas.

¢) Enzimas celuloliticas
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Para la deteccién de enzimas celuloliticas se realiza un ensayo cualitativo, en medio basal
agarizado con tiras de papel filtro (MN615.9185mm), a una concentracion del 5, 10%,

crecimiento del micelio es el indicador de enzimas celuloliticas.

3.5 Fermentacion

Se realizo en matraces de 250ml, se coloca 100ml| de medio basal (Anexo 1.2) y se suplementa
con las concentraciones de sustrato establecidas para cada experimentacidn: 1%, 5%,10% de
pulpa de banano, esto se realiza para cada pretratamiento: troceado, molienda e hidrotérmico
y para cada hongo escogido.

En los medios estériles se inocula un disco de agar de 1 cm de @, que contiene micelio fungico,
se incuba a T de 30°C con agitacién de 125 rpm, desde el primer dia de incubacién se toman

muestras del fermentado para determinar la actividad enzimatica y glucosa.

3.6 Evaluacion cuantitativa de enzimas amiloliticas y pectinoliticas

3.6.1. Enzimas amiloliticas

Para evaluar cuantitativamente la actividad amilolitica se aplica el respectivo protocolo para la
enzima: a — amilasa (Alvarez, T. 1998).
Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que oxida 1 umol de

sustrato en un minuto y se expresa en unidades por litro.

Amilasa
Solucién A:

Solucién de almidén al 0.05% en buffer fosfato 0.1m pH 7. El buffer es preparado con CINa
0.15M
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Solucion B:
Solucién de yodo 0.01N de yodo molecular HCI 0.02M
Procedimiento:

e Marcar 2 tubos de ensayo con patrén (P) y muestra (M) cada uno.

e Colocar a cada tubo 1ml de solucidn A e incubar en bafio Maria a 302C por 5min.

e Agregar 20uL de muestra (sobrenadante) al tubo M, mezclar en vortex por 2 segundos
e incubar a 302C por 10min en bafio Maria.

e Afadir 1ml de solucién By dejar reaccionar por 1 min.

e Afadir 8ml de agua destilada a los tubos y mezclar en vortex por 2 segundos y Leer a

640nm.

Amilasa (UA/ml) = 10*(A patréon — A muestra)/ A patrén

3.6.2. Enzimas pectinoliticas

Para evaluar cuantitativamente la actividad pectinolitica se aplica el respectivo protocolo para
cada enzima: polimetilgalacturonasa, poligalacturonasa, pectin liasa y pectato liasa

(Forchiassin, F. 1999).

Polimetilgalacturonasa
Sustrato: pectina 0.1% en buffer acetato de sodio pH 5.5 0.1M
Reaccion:

e 0.4ml sustrato + 0.1ml enzima

e 0.4ml buffer acetato +0.1ml enzima (blanco de sobrenadante)

e 0.4ml sustrato + 0.4ml buffer (blanco de sustrato) en bafio a 502C por 30min
e Lareaccion se debe parar inmediatamente (agregando Somogy)

e Continuar con Somogy Nelson. Leer a 540nm, contra blanco.

(UE/ml) = abs * factor * 10(dilucion)/194(PM galacturdnico) * 30(tiempo)

Poligalacturonasa
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Sustrato: acido galacturénico

Reaccion:

0.4ml sustrato + 0.1ml enzima

0.4ml buffer acetato +0.1ml enzima (blanco de sobrenadante)

0.4ml sustrato + 0.4ml buffer acetato (blanco de sustrato) en bafo a 502C por
30min

La reaccién se debe parar inmediatamente agregando Somogy Nelson

Leer a 540nm, contra blanco.

(UE/ml) = abs * factor * 10(dilucion)/194(PM galacturdnico) * 30(tiempo)

Pectin liasa

Reaccion:

= 1ml de pectina 1.2% en buffer tris- HCL 50Mm, pH 8

= Adicionar 670uL de sobrenadante, incubar una hora 302C

= 0.5mlHCI 1IN

= Agregar 1ml de TBA (acido tiobarbiturico) 0.04M

=  Hervir 20 min

= Leer a 550nm, contra blanco.

Blanco: enzima hervida 10min

Pectato liasa

Sustrato: acido poligalacturdnico 1.2%, en buffer Tris HCI 50 mM pH 8.

Reaccion:

= 670uL de sobrenadante, incubar 1h 302C

= 0.5mlHCIIN

= 1 mlde TBA 0.04M hervir 20min

= Leer 550nm
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3.7 Cuantificacion de glucosa

La determinacion de glucosa se realiza por métodos enzimaticos y espectrofotométricos.

El esquema de reaccién es el siguiente:

Glucosa+0,+H,0 - acido glucénico + H,0,

2 H,0, + 4-AF + 4-hidroxibenzoato -> quinonimina roja

Para la determinacion de glucosa se utilizan 3 tubos de reaccién: B (Blanco), S (estandar) y D
(desconocido).

Reactivos:

Solucidn estandar: glucosa 1 g/l

Reactivo de trabajo: glucosa oxidasa (GOD), peroxidasa (POD), 4 — aminofenazona (4 — AF) y

buffer fosfato pH: 7.0.

Desarrollo de la Técnica

Tabla 3. Técnica de glucosa

B S M

Estandar -——- 10 ul e
Muestra - e 10 ul
Rvo. De Trabajo 1ml 1ml 1ml

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

Incubar 8 minutos en Bafio Maria a 37 2C. Luego leer en espectrofotdmetro a 505 nm. Llevar a

cero con el blanco.

Calculos

Glucosag/l=D *f Factor (f)=1.00g/l /S
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4 RESULTADOS

4.1 Analisis Estadistico de Resultados

Una vez conocidas las medias de los datos con su respectiva desviacion estdndar para las tres
especies fungicas, a las tres concentraciones de sustrato y con los tres pretratamientos, se
realizo el andlisis estadistico utilizando el programa XLSTAT versién 7.5 y se obtuvo los

siguientes resultados:

HIPOTESIS 1.
Ho: El pretratamiento aplicado a la pulpa no influye en el rendimiento de glucosa obtenida.

H;: El pretratamiento aplicado a la pulpa influye en el rendimiento de glucosa obtenida.

HIPOTESIS 2.
Ho: La concentraciéon de sustrato influye en la produccidn de las enzimas amiloliticas

H;: La concentracion de sustrato no influye en la produccion de las enzimas amiloliticas.

HIPOTESIS 2.1.
Ho: La concentracidn de sustrato influye en la produccién de las enzimas pectinoliticas

H;: La concentracion de sustrato no influye en la produccidn de las enzimas pectinoliticas.

HIPOTESIS 3.
Ho: Las tres especies de hongos no poseen el mismo nivel de degradacion de pulpa.

H;: Las tres especies de hongos poseen el mismo nivel de degradacion de pulpa.
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4.1.1. Pruebas de comparaciones mliltiples para la variable pretratamiento (glucosa)

Tabla 4. Analisis de las diferencias entre grupos con un intervalo de confianza de 95.00 %.

Prueba de Duncan

Categorias Diferencia Diferencia Valor Pr.>Dif Significativo
estandarizada critico

Hidrotérmico 4.490 28.093 2.445 <0.0001 No

Troceado 0.972 0.007 2.440 1.000 Si

Molienda 0.916 0.003 2.445 <0.0001 Si

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

Tabla 5. Ordenacidén y agrupamiento de los grupos no significativamente diferentes:

Categorias Media Agrupamientos
Hidrotérmico 4.858 A
Troceado 1.007 B
Molienda 0.985 B

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

Con un intervalo de confianza del 95% y al aplicar la prueba de Duncan respectiva, para
establecer la diferencia que existe en el pretratamiento aplicado a la pulpa en la produccién de
glucosa, se puede apreciar que no existe diferencia significativa entre el pretratamiento
troceado y molienda, pero si existe diferencia significativa entre estos pretratamientos con el
pretratamiento hidrotérmico . Por tanto la hipdtesis nula Hy planteada para la hipdtesis 1 se
rechaza, demostrando que el pretratamiento aplicado a la pulpa influye en el rendimiento de

glucosa obtenida.
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4.1.2. Pruebas de comparaciones multiples para la variable concentracion de sustrato

(produccion amilolitica).

Tabla 6. Analisis de las diferencias entre grupos con un intervalo de confianza de 95.00 %.

Prueba de Duncan

Categorias Diferencia Diferencia Valor critico | Pr.>Dif Significativo
estandarizada

1% 0.640 1.577 2.420 0.941 No

10% 4.428 19.079 2.420 <0.0001 Si

5% 3.853 5.299 2.395 0.0 Si

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

Tabla 7. Ordenacién y agrupamiento de los grupos no significativamente diferentes:

Categorias Media Agrupamientos
1% 0.853 A

10% 8.033

5% 6.537

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

La hipdtesis nula Hy planteada para la hipdtesis 2 se acepta, ya que la concentracion de

sustrato influye en la produccidn de enzimas amiloliticas. En la tabla 6 y 7 se observa que no

hay diferencia significativa en cuanto a la actividad enzimatica a una concentracién de 10% y

5%, pero si existe diferencia significativa entre estas concentraciones y la concentracion 1%.
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4.1.3. Pruebas de comparaciones multiples para la variable concentraciéon de sustrato

(produccion pectinolitica).

Tabla 8. Analisis de las diferencias entre grupos con un intervalo de confianza de 95.00 %.

Prueba de Duncan

Categorias Diferencia Diferencia Valor critico | Pr.>Dif Significativo
estandarizada

10% 236.232 88.824 2411 <0.0001 Si

5% 112.267 52.097 2.321 <0.0001 Si

1% 0.154 31.093 2.421 <0.0001 Si

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

Tabla 9. Ordenacion y agrupamiento de los grupos no significativamente diferentes:

Categorias Media Agrupamientos

10% 262.667 A

5% 136.967

1% 0.145 C

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

La hipdtesis nula Hy planteada para la hipdtesis 2.1 se acepta, ya que la concentracién de

sustrato influye en la produccién de enzimas pectinoliticas. En la tabla 8 y 9 se observa que hay

diferencia significativa en cuanto a la actividad enzimatica.
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4.1.4. Pruebas de comparaciones multiples para la variable hongo (produccién enzimatica)

Tabla 10. Analisis de las diferencias entre grupos con un intervalo de confianza de 95.00 %.

Prueba de Duncan

Categorias Diferencia Diferencia Valor critico | Pr.>Dif Significativo

estandarizada

70M 346.293 92.96 2.440 0.252 Si
110M 36.833 43.414 2.286 <0.0001 Si
138M 4.078 17.571 2.404 <0.0001 Si

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

Tabla 11. Ordenacién y agrupamiento de los grupos no significativamente diferentes:

Categorias Media Agrupamientos

70M 204.858 A

110M 136.967 B

138M 8.583 C

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

Con un intervalo de confianza del 95% y al utilizar la prueba de Duncan respectiva, para
establecer si las tres especies fungicas poseen el mismo nivel de degradacién de pulpa, se
determind que existe diferencia significativa entre las tres especies. Por lo tanto la hipétesis
nula Hy planteada para la hipdtesis 3 se acepta, demostrando que las tres especies no poseen

el mismo nivel de degradacién de pulpa.
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4.1.5. Rendimiento en glucosa obtenida

Rendimiento de glucosa

3pretratamientos
4,000
3,500
360 +—+—n—n0V—7 Y7020
250 —m—mmmmM—————————— 1 F—————1

2000 ——————— 71 1 1 rrrrrrrtrT ® Molienda
1500 — |+ 1 v L v b1 rl

000+ FHLHtHELELLHELHHTL

0,500 +—} I I I I I I I_ Hidrotermico
0,000 -

1 23 456 7 8 910111213141516

Glucosa (g/L)

W Troceado

Tiempo (dias)

Grafico 1. Rendimiento de glucosa a los 3 pretratamientos.

El mejor resultado de glucosa se lo obtuvo con el pretratamiento hidrotérmico con
4.88 g/L, seguido del pretratamiento troceado con 1.035 g/L y el pretratamiento
molienda con 0.984 g/L (Grafico 1).

4.1.6. Produccion de enzimas amiloliticas: 3 concentraciones, 3 pretratamientos, 3

hongos

Se evalud la produccién de las enzimas amiloliticas (a- amilasas) de los fermentados
fungicos, utilizando pulpa de banano como sustrato en medio basal. Se encontré la
mayor actividad con el tratamiento hidrotérmico, concentracién de sustrato 10%,
hongo 138M en el dia 16 a partir de ese dia la actividad se mantiene constante. La

actividad de los mejores pretratamientos se detallan a continuacion:
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Enzimas amiloliticas
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Grafico 2. Actividad amilolitica para los mejores pretratamientos con sus
respectivas concentraciones.
A una concentracion de 10% se obtuvo valores maximos de 9.99 UA/ml en el
dia 16 de la fermentacion, a una concentracién de 5% valores maximos de 9.86
UA/ml el dia 18, finalmente a una concentracion de 1% la produccion maxima

fue de 9.85 UA/ml (Grafico 2).

4.1.7. Produccion de enzimas pectinoliticas: 3 concentraciones, 3 pretratamientos, 3
hongos.

Se evaludé la produccién de las enzimas pectinoliticas de los fermentados
fungicos, utilizando pulpa de banano como sustrato en medio basal. La
actividad de los mejores pretratamientos de cada enzima se indica a

continuacion:

v' Enzima polimetilgalacturonasa, mejor actividad 0.193 UE/ml con el
pretratamiento hidrotérmico, hongo 110M, concentracién de sustrato
de 10%. La mayor actividad para el pretratamiento troceado y molienda

es 0.183 UE/mly 0.156 UE/ml (Grafico 3).
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Grafico 3. Actividad polimetilgalacturonasa

v" Enzima poligalacturonasa, mejor actividad 0.254 UE/ml con el
pretratamiento hidrotérmico, hongo 110M, concentracién de sustrato
de 10%. La mayor actividad para el pretratamiento molienda y troceado

es 0.227 UE/mly 0.144 UE/ml (Grafico 4).
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Grafico 4. Actividad poligalacturonasa
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v Enzima pectato liasa, mejor actividad 188.07 UE/ml con el
pretratamiento hidrotérmico, hongo 110M, concentracién de sustrato
de 5%. La mayor actividad para el pretratamiento troceado y molienda

es 158.1 UE/mly 129.27 UE/ml (Grafico 5).
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Grafico 5. Actividad Pectato liasa

v Enzima pectin liasa, mejor actividad 262.70 UE/ml con el pretratamiento
hidrotérmico, hongo 70M, concentracién de sustrato de 10%. La mayor
actividad para el pretratamiento troceado y molienda es 261.33 UE/mly

192.33 UE/ml (Grafico 6).
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5 DISCUSION DE RESULTADOS

> Del muestreo microbioldgico realizado en los cultivos bananeros se obtuvo 90
aislamientos fungicos, de los cuales los cualitativamente positivos para las enzimas de
interés estdn siendo caracterizados molecularmente por el drea de Biodiversidad

Molecular del CBCM.

> Al ser el banano un recurso vegetal, a nivel de su pared celular se encuentra formada
por lignina, celulosa y pectina, biomoléculas que son variables entre estructuras
vegetales de diferentes especies, por lo que hemos escogido hongos que degraden
estos compuestos y nos permitan un mejor rendimiento en glucosa que es el
metabolito de nuestro interés. Ademas de determinar cdmo influye la sinergia de
estos en la degradacién de la pulpa, los resultados se presentan en anexo 2 tabla 19.
De acuerdo al tamizaje enzimatico realizado se escogieron 3 hongos que presentaron

los siguientes resultados:

Tabla 12. Tamizaje Enzimatico

Hongo Actividad positiva

70M amilolitica y celulolitica

110M amilolitica y pectinolitica
138M amilolitica, celulolitica y ligninolitica*

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

*La actividad ligninolitica es otra de las cualitativas que se realizd y se incluyé
este hongo para determinar el efecto en las variables respuesta de la enzima
ligninolitica

» Se determind parametros antes y después de la fermentacién para evaluar la cantidad

de biomasa degradada, obteniéndose los siguientes resultados:
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Tabla 13. Porcentaje biomasa degradada

Parametro a evaluar

Valor antes fermentacion

Valor después fermentacion

Tratamiento

% almidon en pulpa

20%

1,85 H-1%-110M
2,07 T-5%-70M
2,27 M-1%-138M

Fuente: Datos experimentales

Elaboracién: La Autora

» En cuanto al porcentaje de almidén luego del proceso de fermentacion fungica vemos

gue la mejor degradacion corresponde al pretratamiento hidrotérmico, al 1%, con el
hongo 110M, con una reduccion de almiddn desde la muestra original de 90.93%, pero
en este punto no cabe desestimar los resultados obtenidos por el hongo 70 M, en el
sentido que la cantidad de sustrato es cinco veces mayor comparada con el hongo
110M con una reduccion de almidén desde la muestra original del 89.64%. La cantidad
de azucares fermentables obtenida es baja, 4.8 g/L, valor que se puede dar porque el
hongo estd usando a la glucosa como fuente de carbono y energia, pero existe una
considerable degradacién del almidén que estd en el orden del 90% por lo que se
puede usar esta actividad enzimdtica para probar procedimientos de sacarificacion y

fermentacion simultanea.

La actividad amilolitica fue determinada para pulpa de banano obteniéndose los

siguientes resultados:

Tabla 14. Unidades enzimaticas amilasa

Tratamiento Dia de fermentacion Amilasa(UA/ml)
H/10%/138M 16 9,99
H/1%/110M 17 9,88
M/10%/70M 18 9,86
T/1%/70M 12 9,85

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La autora
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A mas de la actividad reportada por el tratamiento hidrotérmico, concentracién de
sustrato 10%, hongo 138M que es de 9.99 UA/ml, se considera importante la actividad
del hongo 70M ya que el pretratamiento usado es troceado frente a hidrotérmico, lo
cual significa un considerable ahorro en el costo de operacidn. Los resultados de todos

los tratamientos se encuentran en anexo 2 tabla 21.

Al revisar en articulos cientificos la produccién de amilasas en cultivo sumergido, se
encuentra resultados superiores lo cual indica que con la actividad obtenida se logro el
71.35% de degradacién a los obtenidos en nuestro proyecto, por ejemplo se realizaron
estudios utilizando como sustrato almidéon de yuca, a T=30°C donde se obtiene 14

UA/mly 15.7 UA/ml los dos con diferentes especies de hongos.

La actividad polimetilgalacturonasa fue determinada para pulpa de banano

obteniéndose las unidades enzimaticas mas altas para los siguientes tratamientos:

Tabla 15. Unidades enzimaticas PMG

Diade
Tratamientos Fermentacion PMG(UE/ml)
T-1%-70M 17 0,18
T-10%-110M 17 0,18
M-1%-70M 12 0,15
H-10%-110M 12 0,19

Fuente: Datos experimentales
Elaboracion: La Autora

A mas de la actividad reportada por el tratamiento hidrotérmico, 10%, hongo 110M
que es de 0.19 UE/ml, se considera importante la actividad del hongo 70M ya que el
pretratamiento usado es troceado frente a hidrotérmico, lo cual significa que el
pretratamiento troceado genera menos costos en relacién al hidrotérmico, donde se
emplea mds tiempo y gastos energéticos. Los resultados de todos los tratamientos se

encuentran en anexo 2 tabla 22.

Al realizar las comparaciones con otros articulos cientificos la produccién de PMG en
cultivo sumergido, se encuentra los siguientes resultados: utilizando paja de arroz
como sustrato, a T=40°C 0.10 UE/ml y 0.21 UE/ml los dos resultados se obtienen con

diferentes especies.
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Con esto se confirma que las unidades enzimaticas obtenidas con un valor de 0.19

UE/ml tienen aproximacion utilizando pulpa de banano como sustrato.

La actividad poligalacturonasa fue determinada para pulpa de banano obteniéndose

las unidades enzimaticas mas altas para los siguientes tratamientos:

Tabla 16. Unidades enzimaticas PG

Dia de
Tratamiento Fermentacion PG(UE/ml)
T-10%-38M 14 0,14
M-10%-70M 16 0,27
H-10%-110M 10 0,25

Fuente: Datos experimentales
Elaboracién: La Autora

A mas de la actividad obtenida por el tratamiento hidrotérmico, 10%,110M que es de
0.254 UE/ml. También se considera importante la actividad del hongo 70M ya que el
pretratamiento usado es molienda frente a hidrotérmico lo cual significa un ahorro, ya
que difieren uno del otro en costos de produccidn. Los resultados de todos los

tratamientos se encuentran en anexo 2 tabla 23.

Al realizar las comparaciones con otros articulos cientificos la producciéon de PG en
cultivo sumergido, se encuentra los siguientes resultados: utilizando paja de arroz
como sustrato, a T=40°C 0.04 UE/ml vy a partir de un sustrato de pulpa de café a T=
37°C3 UE/ml.

En este caso las unidades enzimaticas varian de acuerdo al sustrato utilizado en 0.04 a
3 UE/ml, los resultados obtenidos para esta enzima se encuentran en este rango con

un valor de 0.254 UE/ml.
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» La actividad pectato liasa fue determinada para pulpa de banano obteniéndose las

unidades enzimdticas mas altas para los siguientes tratamientos:

Tabla 17. Unidades enzimaticas pectato liasa

Pectato liasa
Tratamientos | Dia de Fermentacion (UE/ml)
T-5%-110M 17 158,1
M-1%-138M 12 129,27
H-5%-110M 14 188,07

Fuente: Datos experimentales
Elaboracion: La Autora

El pretratamiento hidrotérmico, 5%, hongo 110M que es de 188.07 UE/ml, presenta la
mejor actividad pectato liasa, este pretratamiento genera gran consumo de energia,
por tal razén se considera importante el hongo 110M con el pretratamiento troceado,
tomando en cuenta la relacion beneficio/costo del pretratamiento troceado e
hidrotérmico. Los resultados de todos los tratamientos se encuentran en anexo 2 tabla

24.

Al revisar en articulos cientificos la produccion de pectato liasa, se encuentra los
siguientes resultados, por ejemplo se realizaron estudios utilizando como sustrato paja

de arroz, a T=30 °C donde se obtiene 23.38 UE/ml.

El valor obtenido en el proyecto es de 188.07 UE/ml, lo cual nos indica que la pulpa de

banano es un buen sustrato para la produccion de enzima pectato liasa.
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» La actividad pectin liasa fue determinada para pulpa de banano obteniéndose las

unidades enzimdticas mas altas para los siguientes tratamientos:

Tabla 18. Unidades enzimaticas pectato liasa

Dia de Pectin liasa
Tratamientos Fermentacion (UE/ml)
T-10%-70M 7 261,33
M-10%-70M 16 192,33
H-10%-70M 12 262,7

Fuente: Datos experimentales
Elaboracion: La Autora

A mas de la actividad reportada por el tratamiento hidrotérmico, 10%, 70M que es de
262.7 UE/ml, se considera importante la actividad del hongo 70M en el pretratamiento
troceado, 10%, hongo 70M ya que el pretratamiento usado es troceado frente a
hidrotérmico, al revisar costos y resultados se aprecia que la diferencia en la actividad
enzimatica es de 1 UE/ml. Los resultados de todos los tratamientos se encuentran en

anexo 2 tabla 25.

En articulos cientificos la produccion de pectin liasa, se encuentra los siguientes
resultados, por ejemplo se realizaron estudios utilizando como sustrato pectina de
limén al 1%, a T=30°C donde se obtiene 110 UE/ml, y utilizando paja de arroz, T=40°C
se obtiene 47.22 UE/ml, las unidades enzimaticas varian de acuerdo al sustrato

empleado.

El valor obtenido en el proyecto es de 262.70 UE/ml, lo cual nos indica que la pulpa de

banano es un buen sustrato para la produccién de enzima pectin liasa.

> En un estudio realizado se obtiene enzimas pectinasas a través de la pulpa de la uva
reportando una actividad de 205 UE/ml con la cepa de Saccharomyces cerevisiae, en
este estudio se hace una comparacién con pectinasas comerciales las cuales reportan

un valor de 720 UE/ml (Vilanova de la Torre, M. Gonzélez, T. 2002).
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» La concentracién del sustrato tiene una relacion directamente proporcional con la
produccién enzimatica, a mayor concentracion de pulpa de banano (10%), mayor

actividad enzimatica.

Para las amilasas se confirma que a mayor concentracién mayor actividad enzimatica.
Dentro de las pectinasas la enzima polimetilgalacturonasa, poligalacturonasa y pectin
liasa se da la mejor actividad a la mayor concentracién (10%), Unicamente para la

enzima pectato liasa la mayor concentracion de sustrato se da al 5%.

» La cepa con mayor productividad para produccién de glucosa es 110M, para amilasas
la mejor cepa es 138M vy para pectinasas, polimetilgalacturonasa, poligalacturonasa y
pectato liasa la mejor produccidn se da con la cepa 110M y pectin liasa con la cepa

70M.

Los mejores resultados de actividad enzimatica se dan con el pretratamiento
hidrotérmico, seguido por el pretratamiento troceado con la cepa 70M, tomando en
cuenta el ahorro que existe en el costo de operacidn se considera importante el hongo

70M.
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

El andlisis de resultados realizado luego del proceso de experimentacidon permite concluir lo

siguiente:

>

Con el pretratamiento hidrotérmico se ha conseguido un mayor rendimiento en
glucosa obtenida, con el tiempo dptimo de 14 dias alcanzando un valor de 4.88 g/L de

glucosa a una concentracién del 10% de sustrato con el hongo 110M.

El porcentaje de almiddn degradado al final de la fermentacidn es de 90.92% con el
tratamiento hidrotermico, 1%, 110M y el hongo 70M reduce el 89.64% a una

concentracién del 5% usando el pretratamiento troceado.

Se determind que la mejor produccidn de actividad amilolitica se tiene del
pretratamiento de explosidn a vapor, con un tiempo optimo de produccion enzimatica
de 16 dias alcanzando valores maximos de hasta 9,99 unidades enzimdaticas por ml a

una concentracion de 10% de sustrato con el hongo 3(138 M).

Se determind que la mejor produccién de actividad polimetilgalacturonasa se tiene del
pretratamiento hidrotermico, con un tiempo déptimo de 12 dias alcanzando un valor de
0.193 unidades enzimaticas por ml a una concentraciéon de 10% de sustrato con el

hongo 110M.

La mejor produccidon de actividad poligalacturonasa se tiene del pretratamiento
hidrotermico, con un tiempo éptimo de 10 dias alcanzando un valor de 0.254 UE/ml a

una concentracion de 10% de sustrato con el hongo 110M.

Se determino que la mejor produccidon de actividad pectato liasa se tiene del
pretratamiento hidrotérmico, con un tiempo éptimo de 14 dias alcanzando un valor de

188.07 UE/ml a una concentracién de 5% de sustrato con el hongo 110M.

La mejor produccién de actividad pectin liasa se tiene del pretratamiento
hidrotérmico, con un tiempo éptimo de 12 dias alcanzando un valor de 262.70 UE/ml a

una concentracién de 10% de sustrato con el hongo 70M.

40



La concentracion del sustrato si influye en la produccidon enzimatica, para amilasas la
mejor produccion 9.99 UA/ml se da al 10% de concentracidn, y para pectinasas la

mejor produccion 262.70 UE/ml se da al 10% de concentracion de sustrato.

Se determino que la cepa con mayor productividad es la cepa 70M.

6.2 Recomendaciones

Ajustar la técnica para la cuantificacion de glucosa, modificando las condiciones de

reaccion: tiempo, volumen de muestra y volumen de reactivo.

Ensayar nuevos sustratos como los que existen en nuestra regién la cana de azlcar,

maiz, yuca, para permitir nuevos desarrollos en el conocimiento cientifico.

Para posteriores investigaciones es conveniente adoptar una técnica de sacarificacion
y fermentacion simultanea, ya que la presencia de levaduras junto con el complejo
enzimatico, reduce la acumulacidn de azucares en el reactor evitando la inhibicién por
producto final del complejo enzimatico, obteniéndose mayores rendimientos que el

proceso de hidrélisis y fermentacion separada.
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ANEXO 1.

PROTOCOLOS Y MEDIOS

1.1. Medio MYP

Extracto de Malta 7¢
Peptona lg
Extracto de Levadura 05¢g
Agar 15g
Agua destilada 1000 ml

Mezclar todos los componentes en las cantidades indicadas, esterilizar en autoclave a 1212C

por 20 minutos.

1.2. Medio Basal:

MgS0,. 7H,0 05g
HK,PO, 06g
H,KPO, 05¢g
CuS0,.5H,0 0.4mg
MnCl,.H,0 0.09 mg Se agregan en solucion
HBO; 0.07 mg 2 ml de Solucién A
NaMo0O,.2H,0 0.02 mg
FeCls 1mg
ZnCl, 2.5mg 2 ml de Solucién B
Agua destilada Hasta 1000 ml|
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Mezclar todos los componentes en las cantidades indicadas, esterilizar en autoclave a 1212C

por 20 minutos. Este medio se utiliza en la fase de fermentacion.

1.3. Determinacion de almidon

R/
0‘0

X3

%

X3

%

X3

%

% A

Pesamos 50 gramos de muestra seca y triturada, en in vaso de precipitacién de la
capacidad 600 ml.

Adicionamos 150ml de agua destilada al vaso con muestra y agitamos por 5 minutos.
Utilizando filtros de tul doble hacemos pasar la muestra agitada para retener la pulpa 'y
deja paso al almiddn, si la muestra si la muestra aun contiene almiddn se le adiciona
50ml de agua y se la vuelve a agitar para de esta manera extraer todo el almidon.

La suspensidon de almiddn obtenida se coloca en un embudo de decantacidon de 250ml
de capacidad, se deja sedimentar por espacio de una hora como minimo o hasta que
haya formado la capa de almidén y agua que permita obtener el almiddn.

El almiddn obtenido se lo lava con 20ml de metanol.

Luego filtramos la suspension a través de un embudo de Buchner y lo dejamos secar al
almiddn en la estufa por tres horas.

Pesamos la cantidad de almiddn obtenido.

= (peso del almidén obtenido /peso de la muestra) x100.

1.4. Aislamiento de hongos endéfitos

7
0.0

Para el aislamiento de los hongos enddfitos, las hojas se lavaron con agua potable y
fueron esterilizadas superficialmente por inmersiones consecutivas, durante 1 minuto
en etanol 70% (v/v), 10 minutos en hipoclorito de sodio 3% y 30 segundos en etanol
70% (v/v).

Para el secado de las hojas se dejo pasar unos minutos bajo la cabina de bioseguridad,
cada hoja fue dividida en cuatro partes y mediante técnicas asépticas se cortaron en
secciones pequefias (3-5 mm2) entre la nervadura central y el borde de la hoja, con el

uso de una tijera esterilizada con alcohol y flameada en el mechero.
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+»+» Después de la esterilizacidn, las secciones correspondientes a cada hoja se inocularon
en medio MYP e incubaron a T ambiente.

1.5. Preparacion de Reactivos y Soluciones

1.5.1 Solucion de yodo
Yodo metadlico 0.2g
Yoduro de potasio 1.0g

Agua destilada 20ml

1.5.2 Reactivo de Somogy
A: 24g CO;5 Na, anhidro
12g tartrato sddico potasico

Agua destilada 250ml

B: 4g SO,Cu, hidratado
Agua destilada 40ml

Agregar B en A agitado

C: sobre la mezcla A + B afiadir lentamente 16g CO;HNa
D: 180g SO,Na, anhidro

Agua destilada 500ml (hervir 30min)

Una vez frio se mezclan D+C y se lleva a 1000 ml. Se guarda en frasco oscuro y se usa 2 dias

después. Fraccionarlo cada vez que se usa.
Nota: si al mezclar con el Nelson no queda amarillo esta mal.

1.5.3 Reactivo de Nelson
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A: 50g M0,0,4(NH,)s

Agua destilada 900 ml

Afadir 42 ml SO,Na, concentrado agitando
B: 6g arseniato bisddico

Agua destilada 50 ml

Mezclar Ay B guardar en frasco oscuro. Usar 48 horas después.

1.5.4 Buffer fosfato 0.1M pH 7

K;HPO,
KH,PO,

13,68

4,0g
Agua destilada 1000ml

1.5.5 Buffer acetato
A: 1.2 ml 4cido acético en 100ml de agua
B: 2.7 g acetato de sodio en 100 ml agua
Para pH 4,8: 40A + 60B (0.2 M)

Para 0.1 M agregar 100 ml agua
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Anexo 2.

IMAGENES Y TOMA DE DATOS

2.1 Hongos a ensayar

Hongo 70M Hongo 110M Hongo 138M

Fig. 6 Hongos

2.2 Actividad cualitativa de enzimas celuloliticas

Fig. 7 Ensayo cualitativo de enzimas para hongo # 70M
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2.3 Actividad cualitativa de enzimas pectinoliticas

Fig. 8 Ensayo cualitativo de enzimas

2.4 Actividad cualitativa de enzimas amiloliticas

Fig. 9 Ensayo cualitativo de enzimas para hongo # 70M
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2.5 Fase de fermentacion en cultivo sumergido.

Fig. 10 Muestras en agitacion

2.6. Determinacion de Glucosa

Fig. 11 Espectrofotometria de glucosa
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Tabla 19. Tamizaje enzimatico cualitativo

Cadigo cepario

Amilolitica

Pectinolitica

Celulolitica

71M

65

85

55

79

60

51

80

50

53

54

56

57

58

59

62

64

68

69

78

91

92

93

94

95

88

91

92

93

94

95

103

110

113

114

116

122

123

124

|+ |+ |+ |+ |||+ || F ||| F || F | F || F ||| F| | F | F | F ||| ]|+
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129
130
133
134
135
137
63
90
130
66
75
76
84
86
96
97
99
100
104
105
106
109
111
112
118
119
125
126
131
77
83
87
52
136
132
117
70
107
121
138
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Tabla 20. Resultados de glucosa sobre pulpa de banano

Troceado

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Glucosa (g/L)

al b0cO 19 0.619
albOcl 13 0.407
al b0c2 13 0.463
alblcO 13 1.035
alblcl 13 0.847
alblc2 19 0.599
alb2co 13 0.707
alb2cl 13 0.949
alb2c2 18 0.643
Molienda

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Glucosa (g/L)

a0 b0 cO 13 0.455
a0 bOc1 19 0.516
a0 b0 c2 19 0.5

a0 b1 cO 19 0.766
alblcl 13 0.737
a0 blc2 19 0.855
a0 b2 cO 19 0.984
a0 b2 c1 15 0.779
a0 b2 c2 13 0.853

Hidrotérmico

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Glucosa (g/L)

a2 b0 cO 14 1.11
a2 b0cl 14 3.8
a2 b0 c2 14 1.17
a2 blco 14 1.8
a2blcl 14 4.7
a2 blc2 14 1.7
a2 b2 cO 14 1.32
a2b2cl 14 4.88
a2 b2c2 14 1.16
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Tabla 21. Resultados de actividad amilolitica sobre pulpa de banano

Troceado

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Amilasa (UA/ml)

al b0cO 12 9.85
albOcl 20 9.76
al b0c2 20 9.79
alblcO 21 9.77
alblcl 18 9.76
alblc2 18 9.74
alb2co 18 9.74
alb2cl 18 9.73
alb2c2 18 9.68
Molienda

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Amilasa (UA/ml)

a0 b0 cO 18 9.86
a0 bOc1 18 9.8
a0 b0 c2 18 9.25
a0 b1 cO 12 9.8
a0 blcl 12 9.8
a0 blc2 18 9.79
a0 b2 cO 18 9.78
a0 b2 c1 18 9.86
a0 b2 c2 8 9.8

Hidrotérmico

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Amilasa (UA/ml)

a2 b0 cO 18 9.9
a2 b0cl 17 9.88
a2 b0 c2 11 9.75
a2 blcO 15 9.8
a2blcl 18 8.84
a2 blc2 18 9.95
a2 b2 cO 20 9.78
a2b2cl 18 9.9
a2 b2c2 16 9.99
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Tabla 22. Resultados de actividad polimetilgalacturonasa sobre pulpa de banano

Troceado
Tratamiento Mayor actividad(tiempo/dia) | PMG (UE/ml)
al b0 cO 17 0.183
albOcl 17 0.144
al b0 c2 17 0.151
alblcO 17 0.151
alblcl 17 0.145
alblc2 17 0.141
al b2 cO 17 0.137
alb2cl 17 0.183
alb2c2 17 0.139

Molienda
Tratamiento Mayor actividad(tiempo/dia) | PMG (UE/ml)
a0 b0 cO 12 0.156
a0 b0 cl 14 0.080
a0 b0 c2 2 0.105
a0 bl cO 3 0.139
a0 blcl 10 0.097
a0 bl c2 5 0.093
a0 b2 cO 14 0.116
a0 b2 c1 12 0.098
a0 b2 c2 9 0.138

Hidrotérmico
Tratamiento Mayor actividad(tiempo/dia) | PMG (UE/ml)
a2 b0 cO 14 0.068
a2b0cl 9 0.118
a2 b0c2 9 0.097
a2 blcO 17 0.107
a2blcl 7 0.137
a2 blc2 7 0.107
a2 b2 cO 7 0.090
a2b2cl 12 0.193
a2 b2c2 9 0.136
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Tabla 23. Resultados de actividad poligalacturonasa sobre pulpa de banano

Troceado
Tratamiento Mayor actividad(tiempo/dia) | PG (UE/ml)
al b0 cO 10 0.091
albOcl 10 0.094
alb0c2 9 0.087
alblcO 10 0.082
alblcl 10 0.090
alblc2 16 0.087
alb2cO 10 0.083
alb2cl 17 0.124
alb2c2 14 0.144

Molienda
Tratamiento Mayor actividad(tiempo/dia) | PG (UE/ml)
a0 b0 cO 10 0.078
a0 b0 cl 10 0.085
a0 b0 c2 10 0.083
a0 bl cO 12 0.106
a0 blcl 9 0.124
a0 bl c2 10 0.094
a0 b2 cO 16 0.227
a0 b2 c1 12 0.061
a0 b2 c2 10 0.124

Hidrotérmico
Tratamiento Mayor actividad(tiempo/dia) | PG (UE/ml)
a2 b0 cO 7 0.144
a2b0cl 10 0.085
a2 b0c2 10 0.089
a2 blcO 10 0.101
a2blcl 10 0.073
a2 blc2 10 0.065
a2 b2 cO 9 0.097
a2b2cl 10 0.254
a2 b2c2 9 0.146
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Tabla 24. Resultados de actividad pectato liasa sobre pulpa de banano

Troceado

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Pectato liasa (UE/ml)

al b0 cO 17 134.2
albOcl 17 157.7
alb0c2 17 131.1
alblcO 17 156.9
alblcl 14 158.1
alblc2 17 153.29
alb2cO 17 142.1
alb2cl 10 155.9
alb2c2 5 120.5
Molienda

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Pectato liasa (UE/ml)

a0 b0 c0 17 117.7
a0 b0 c1 12 114
a0 b0 c2 12 129.27
a0 bl cO 9 124.9
a0 blcl 7 112.87
a0 bl c2 7 76.77
a0 b2 c0 7 109.17
a0 b2 cl 5 66.43
a0 b2 c2 16 122.87

Hidrotérmico

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Pectato liasa (UE/ml)

a2 b0 cO 12 100.73
a2 b0cl 7 81.2
a2 b0 c2 12 100.77
a2 blcO 16 168.93
a2 blcl 14 188.07
a2 blc2 16 165.2
a2 b2cO 9 174.7
a2 b2cl 16 155.87
a2 b2c2 10 143.37
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Tabla 25. Resultados de actividad pectinliasa sobre pulpa de banano

Troceado

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Pectin liasa (UE/ml)

al b0cO 10 202.6
alb0cl 10 206.1
al b0 c2 10 214
alblcO 10 121.6
alblcl 10 193.9
alblc2 10 177.6
alb2cO 7 261.33
alb2cl 9 174
alb2c2 10 75.2
Molienda

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Pectin liasa (UE/ml)

a0 b0 cO 7 105.2
a0 bOc1 12 110
a0 b0 c2 12 125.6
a0 bl cO 10 169.2
a0 blcl 7 154.23
a0 blc2 7 163.23
a0 b2 cO 16 192.33
a0 b2 c1 10 153.63
a0 b2 c2 10 187.63

Hidrotérmico

Tratamiento

Mayor actividad(tiempo/dia)

Pectin liasa (UE/ml)

a2 b0 cO 12 165.1
a2 b0cl 14 171.6
a2 b0 c2 14 190.2
a2 bl cO 14 193.3
a2blcl 14 197.4
a2 blc2 12 190.9
a2 b2 cO 12 262.70
a2b2cl 12 202.7
a2 b2c2 12 225.6
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Tabla 26. Porcentaje almidén degradado al final de la fermentacidn

Troceado
Experimento %Almidon % Degradacion
Blanco - 12,86 35,702
al b0cO 7,43 62,85
alb0cl 6,19 69,05
al b0c2 4,71 76,45
alblcO 2,07 89,64
alblcl 6,62 66,9
alblc2 11,99 40,03
alb2cO 11,63 41,88
alb2cl 9,89 50,57
alb2c2 17,40 13
Molienda
Experimento %Almidon % Degradacion
Blanco - 3,97 80,15
ao b0 c0 22,04 10,2
aob0 cl 3,35 83,25
ao b0 c2 2,27 88,65
ao bl c0 22,47 12,35
ao blcl 7,40 63
ao blc2 26,94 34,7
ao b2 c0 7,92 60,41
aob2cl 13,10 34,51
ao b2 c2 3,75 81,25
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Hidrotérmico

Experimento %Almidon % Degradacion
Blanco - 14,68 26,6
a; b0 cO 14,75 26,25
a;b0 cl1 1,85 90.93
a; b0 c2 5,62 72
azb1 cO 9,94 50,3
azblcl 12,56 37,2
a; blc2 17,63 11,85
a; b2 cO 8,15 70,9
a;b2cl 12,06 39,7
ab2 c2 4,93 75,35
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