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RESUMEN

La materia organica con alto contenido de celulafsace gran potencial, como materia
prima, para la elaboracion de varios productomtiés industrial. Sin embargo su uso
esta restringido principalmente para la industepgbera y elaboracion de carbén vegetal.
La falta de uso de esta materia se debe principdéme la recalcitrancia de la materia
celulésica para lograr transformarla en sus commeseprimarios, y a los costos que
suponen transformarlos mediante procesos quimitms.manera de utilizar esta materia,
es usando procesos biologicos, puntualmente preceszimaticos que resultan mucho
mas baratos que los procesos quimicos, con lajaetgagque no producen contaminacion
alguna. Un uso que se puede dar a la materia s&laloy como alternativa ambiental
utilizar residuos agroindustriales, es la elabdmace biocombustibles, como el bioetanol,
para solucionar en parte el agotamiento de logsestenergéticos basados en petrdleo, y

enfrentar los problemas de contaminacion ambiental.

Con el objetivo de producir enzimas celulasas ceen scapaces de hidrolizar materia
organica con alto contenido de celulosa, se eMakiéepas celuloliticas que se conservan
en el cepario del laboratorio de Microbiologia Agté de la Escuela de Bioanalisis para
gue puedan ser utilizadas para la hidrélisis deelalosa. Las cepas evaluadas fueron de
Trichoderma Aspergillus Penicillium y Fusarium Se las preseleccioné mediante su
crecimiento en un medio minimo que contenia pdltel tomo Unica fuente de carbono.
La seleccion de la mejor cepa celulolitica se zéapor la degradacion de papel filtro
medido por la diferencia de peso del mismo logramta los sobrenadantes de cada cepa
preseleccionada. El medio de cultivo para la ektidon de celulasas se eligié mediante la
evaluacion de sustratos celulésicos, los que s#oadron en diferentes concentraciones al
medio Mandels modificado y asi se determiné elratgstla concentracion y el tiempo de
fermentacion necesarias para la sintesis de catuldambién se realizé una evaluacién
para determinar las mejores condiciones para l@list de los sustratos celuldsicos. Para

la elaboracion de bioetanol se ensayaron dos #&xnina fermentacion alcohdlica por



lotes, y una sacarificacion y fermentacion sim@&a(SFS), y se determind que la técnica

de SFS es la que produce una mayor concentracibioetanol.

ABSTRACT

The organic matter with high content of cellulosteis great potential, like raw material,

for the elaboration of several products of indastinterest. Nevertheless its use is
restricted mainly for the paper industry and elakion of charcoal. The lack of use of this
matter is due mainly to the recalcitrancy of thbutese matter to manage to transform it
into its primary components, and to the costs si@pose to transform them by means of
chemical processes. A way to use this matter isgusiological processes, like enzymatic
processes that are much cheaper that the chemazadgses, with the advantage of that do
not produce contamination. A use that can be gitlen cellulose matter, and like

environmental alternative to use agro-industriakidees, is the elaboration of

biocombustibles, like bioetanol, to partly solvee tbxhaustion of the power resources

based on petroleum, and to face the problems af@maental contamination.

With the objective of producing enzymes cellulagiest are able to hidrolize organic
matter with high content of cellulose, the cellitlos strains that are conserved in cepario
of the laboratorio de Microbiologia Agricola deHacuela de Bioanalisis were evaluated,
so that they can be used for hydrolysis of theutwse. The evaluated strains were of
Trichoderma Aspergillus Penicillium and Fusarium One preselected them by means of
his growth in minimum media that contained papkerfilike unique carbon source. The
selection of the best cellulolitic strain was reatl by the degradation of paper filter
measured by the difference of obtained weight efshme with the sobrenadantes of each
preselected strain. The media of culture for tte@lation of cellulases were chosen by
the evaluation of cellulose substrates, those weae added in different concentrations
from modified the Mandels media and thus it detesdithe substrate, the concentration
and the necessary time of fermentation for thelsgis of cellulases. Also an evaluation
was realised to determine the best conditions ydrdiysis of the cellulose substrates. For

the elaboration of bioetanol two techniques weredusin alcoholic fermentation by lots,



and a saccharification and simultaneous fermemg&SF), and determined that the SSF
technique is the one that produces the larger ctraten of bioetanol.

CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

El etanol ha sido utilizado, desde la antigiiedada pl consumo humano, en la fabricacion
de bebidas alcohdlicas, también es usado en lsstimaiuguimica, en la farmacéutica y
automotriz como combustible o como aditivo paraaragjla calidad de los combustibles

fosiles.

Como combustible el etanol ha sido usado desdmilcss del automovilismo, por varias
razones, entre las que se pueden citar: los exissdda etanol y escaso desarrollo de la
industria petroquimica en la Europa de finalessiglo XIX, los problemas energéticos
causados en la Segunda Guerra Mundial, especiarneanpaises con escasos recursos de
petréleo; después de este conflicto la industrisofgra experimentd un gran desarrollo
provocando que el etanol sea mucho méas caro qgaslaina. En 1.973, con la primera
crisis del petrdleo, se retomd el interés por sustlos combustibles fésiles con otras

fuentes de energia alternativa.

El primer pais que dio el gran paso para la pradaate biocombustibles fue Brasil, en el
afo de 1.975, cuando lanzé su denominado Prograo@cehol. EI programa pretendia
sustituir la gasolina por etanol producido a patéira fermentacion del jugo de la cafa de

azucar.

Estados Unidos también ha adoptado un programacqusiste en transformar los

excedentes de cereales en etanol para utilizanlosezclas con la gasolina.



Otra circunstancia que determiné el creciente @stgror la materia organica como fuente
de energia es la disponibilidad de enormes excesleagricolas generados por las

industrias en muchos paises, especialmente logwhdstrializadosye, 34,35)

Actualmente el bioetanol es el biocombustible dganaroduccién a nivel mundial. En el
afio 2.004 se elaboraron mundialmente mas de 4m0@Mes de litros de etangk)

Para la elaboracion de bioetanol utilizando desecinganicos, es necesario usar enzimas
gue descompongan el componente mayor del desed#mico: celulosa en caso de
material celuldsico, almidon en el caso de cereddetosa en el caso de residuos lecheros,

etc.; en azucares simples, para después efectadenmentacion alcoholica.

Los mismos desechos pueden ser usados para laaglidinode enzimas, aprovechando al

méaximo toda su materia prima.

La fermentacién alcohdlica para obtener biocomblesti es practicamente igual a la
realizada para consumo humano, pero incluye ucepmde destilacion para conseguir el

etanol absoluto, que es la calidad que se regpaeeutilizarlo como combustible.

El etanol puede ser usado en mezclas con gasaimaoncentraciones del 5 o 10%,
llamadas E5 o E10 respectivamente, que no necastamodificaciones en los motores de
los automaviles. Para usar el bioetanol en conaeioimnes mayores del 10%, o como Unico
combustible el motor requiere una modificacion. ide se puede utilizar el etanol para la

elaboracion de aditivos para la gasolingiss)
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

Utilizar residuos celulésicos de la agroindustoano materia prima para la produccién de
bioetanol, con el uso de enzimas celulasas prodsi@dartir de un hongo celulolitico del
banco de cepas del laboratorio de Microbiologiaidada de la PUCE.

1.2.2 Objetivos especificos

» Seleccionar el aislado que presenta mejor activegdalolitica a partir de la de la
coleccion de hongos del laboratorio de Microbicdogdigricola de la Escuela de
Bioandlisis

* Producir enzimas celulasas mediante fermentacidegida del hongo celulolitico

seleccionado utilizando los residuos agroindugisi@bmo materia prima.

e Hidrolizar la celulosa de los residuos agroindakts con las enzimas celulasas

producidas.

» Determinar la cantidad de alcohol que se puedeupiodtilizando dos métodos de
fermentacion: sacarificacion y fermentacion simég y un sistema de
fermentacion discontinua, utilizandBaccharomyceserevisiae como levadura

etanologénica.

11



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 ETANOL

El etanol, también llamado alcohol etilico, tierge formula empirica €4sOH, es un
monohidroxilo y es el comun de los alcoholes. Smaatariza por ser liquido, incoloro
volatil, inflamable, soluble en agua, tiene un pudé ebullicion de 78.3°C y un punto de
fusion a -130°C.

El etanol es un producto quimico obtenido de lanétacion de los azlUcares que se
encuentran en la materia vegetal con alto contetdoarbohidratos, tales como cafia de
azucar, cebada, trigo, maiz, frutas, papas, madesauos forestales, entre otros, con el
uso de microorganismos etanologénicos, especiatnievdduras. Este proceso comprende
una serie de reacciones bioquimicas, catalizadasnzimas, que transforman los azlUcares

presentes en etanol, dioxido de carbono y engggia.

También es posible obtener etanol artificialmemietratar etileno con acido sulfarico
concentrado y la posterior hidrélisis; sin embaegbe producto no puede usarse en la

preparacion de alimentos, bebidas alcohdlicas edicamentos.

El etanol se utiliza industrialmente para la obi@mae acetaldehido, vinagre, butadieno,
cloruro de etilo y nitrocelulosa, entre otros proids. Ademas se usa como disolvente en
sintesis de farmacos, plasticos, cosmeéticos, eté¢gial forma se emplea como antiséptico
en cirugia, en la preservacion de especimenesléfigtos y patolégicos y como

combustible y derivados.

12



El etanol puede ser usado como combustible Unicoaares especificos para tal efecto, o
en cualquier proporcion con naftas de origen fisfide el 10% hasta el 85%, con motores
de tecnologia FFV (flexible fuel vehicle), en laedos automdoviles disponen de un sensor
gue detecta la relacidon etanol/gasolina y en fundi® dicha mezcla ajustan la carburacion
del motor.

Ademas el etanol puede ser agregado en la gaswvlibajas concentraciones que van del 5
al 10%, incluso llegando al 25% sin que los motaegncendido necesiten algun tipo de

modificaciongs, 3s)

Otra alternativa para el uso del bioetanol es |gafabricacion de aditivos para la gasolina,

en lugar de usarlos como sustituto de la misma.

Con el uso de las gasolinas sin plomo se vio alecthnimero de octanos de la gasolina.
Para recuperar el octanaje y reducir las emisi@mmdgaminantes es necesario afadir
aditivos oxigenantes tales como: metanol, etaadbutil alcohol (TBA) o el metil-terbutil-
éter (MTBE), siendo este ultimo el mas usado arpdsaser el que causa mayor impacto
ambiental responsable de contaminacion de suedgsigs subterraneas.

En los ultimos tiempos el etil-terbutil éter (ETBIEsta siendo utilizado en mayor
proporcién como aditivo antidetonante de la gasotine el MTBE (metilterbutil éter),

por ser sus emisiones de hidrocarburos menos &xi&bido a que el acetaldehido es
mucho menos toxico que el formaldehido. AdemasT&@B=es menos soluble en agua que

el MTEB lo que reduce la posibilidad de contamiaaraguasus, 33, 37)

2.2 MATERIA PRIMA PARA LA ELABORACION DEL ETANOL

El etanol puede obtenerse mediante una sintesarta gel petréleo o mediante una

fermentacion de materia organica. Sin embargorfadatacion de materia organica es el

13



proceso gue se utiliza con mas frecuencia paratknoidn del etanol, siendo un 93% del
etanol producido con esta técnica, y apenas urpiotcido sintéticamentg, 27, 37)

Para la elaboracion de etanol mediante un procederthentacion se necesita de materia
organica con alto contenido de azucares, 0 polisksa que puedan ser usados como
fuente de alimento por microorganismos especifices el proceso se elaboran etanol y

otros co-prod uctos.

La materia organica se puede clasificar de acuarsio procedencia en: materia organica
natural, es decir la que se da en la naturalezantg@nvencion del ser humano, aunque su
uso extendido supondria un peligro ya que se pamiganar una degradacion de los
ecosistemas; materia organica residual, la quetaesge la actividad agroindustrial o
agroalimenticia; residuos sélidos urbampg resultan de la recoleccion en ciudades de la
fraccion organica de los desechos urbanos; y lbis@sl energéticos, que son cultivos con

fines no alimenticios y son destinados exclusivamaria produccion de etanol.

Otra clasificacion puede ser de acuerdo al tipoamtidad de carbohidratos en su
composicidén: materia organica con alto contenidoagécar, materia organica con alto

contenido de almidon, y materia organica con att@nido de celulosgy, 3s)

2.2.1 Materia Organica con alto contenido de azucar

Esta materia organica contiene un alto contenidazdeares simples y fermentables como
son la glucosa, fructosa, sacarosa. Es utilizadeergbmente para la alimentacion del

hombre ya que es facilmente asimilable por el asyan.

Entre las materias organicas mas importantes sdepci¢ar la cafia de azucar, frutas,

melazas, azucar de remolacha, etc.

14



La ventaja de este tipo de materia radica en gqueemecesita de tratamientos previos para
obtener los azlcares simples para realizar la feaogn alcohdlica, estos se encuentran
presentes. El uso de esta materia organica estarcda problemas alimentarios ya que por
destinarse grandes extensiones de territorio &ioude este tipo de materia para producir
bioetanol los costos de los alimentos suben, adeasducirse la disponibilidad de los
mismos. Ademas se incrementan los monocultivos elooonsiguiente aumento de la
cantidad de pesticidas, herbicidas y fertilizargagmicos, lo que contamina el suelo y

aguas subterraneas, 4o, 46)

2.2.2 Materia Organica con alto contenido de almmdé

Esta materia prima contiene un alto porcentajelmelén en su estructura, por lo tanto es
necesario realizar un pretratamiento para obteygertUcares simples fermentables para

realizar la fermentacién alcohdlica.

La materia organica con alto contenido de almid@fuyen todos los cereales como son el

maiz, arroz, centeno, cebada, etcétera, asi cauonas tubérculos como papa y yuca.

La materia con alto contenido de almidén tiene lianma desventaja que la materia
organica con alto contenido de azucares al provomaemento de los precios en los
alimentos, ya que también se destinan grandes sates de terreno para el cultivo de
esta materia con el Unico fin de elaborar bioetdoofjue causa encarecimiento y menor
disponibilidad de alimentos. Asi mismo se increraegit uso de monocultivos con los
consiguientes dafios a la tierra y aguas subtesagnes 4

2.2.3 Materia con alto contenido de celulosa

Es la materia mas abundante en la naturaleza,ugstiene cada vez mas interés global.
Se estima que alrededor de 180 billones de torelddacelulosa son producidas por
fotosintesis, por lo que constituye una de las thgernde carbono renovables mas

importantes que hay sobre la tierra

15



Sin embargo utilizar celulosa todavia plantea rétosoldgicos para hidrolizar todos los
polisacéaridos y poder aprovechar la totalidad deazs de su estructura.

Entre las principales fuentes de materia orgameaatto contenido de celulosa estan: los
residuos agroindustriales tales como bagazos,iaséwmjas, ramas de plantas; residuos
madereros o residuos primarios de bosques; residungipales y residuos de papel.

El uso de este tipo de materia tiene algunas \&staptre ellas la solucion parcial de la
acumulacion de residuos que causan contaminacitemas de aprovechar esta materia

residual y no utilizar materia que puede ser dadtra alimentacion.

Asi mismo, como la materia organica con alto cadtemle almidon, se necesita de un
pretratamiento para obtener los azucares simplamefdgables. Sin embargo estos
pretratamientos son mucho mas dificiles y comptisadue los que se realiza con el

almiddn, por la composicion de la lignocelul@sas, 26, 28, 34)

2.3 COMPOSICION DE LA MATERIA CELULOSICA

La materia lignocelulosica representa aproximadandsm mitad de materia organica

existente sobre la tierra. Se estima que su pragtuenual esta por las 5 x #@oneladas

(27).

La materia celulésica estd compuesta en un 90%xiappdamente por la llamada
lignocelulosa, que es una union de polisacarideil@sa y hemicelulosa) y una molécula
bastante compleja llamada lignina; y el restanté H& otras moléculas que no forman
parte de la pared celular, como acidos, éstenasldg, terpenos, etc. que pueden tener una

influencia significativa en los procesos de degecaiao hidrolisis.

La celulosa esta unida estrechamente con la harsaly la lignina que actia a manera
de pegamento. Estos compuestos varian en porceetaguerdo al residuo celuldsico.

16



2.3.1 Lignina

La lignina es una molécula muy compleja. Es unnpeto tridimensional amorfo formado
por la polimerizacién deshidrogenativa de unidadies varios acidos y alcoholes
fenilpropilicos (cumarilico, coniferilico y sinamib), en la que se ha llegado a una
polimerizacion no controlada que hace que la lignimo tenga una estructura ni

composicidn definida, ni siquiera en una misma espeegetal.

La polimerizacion de los precursores en la formadi@ la pared celular se produce
mediante la sucesion de una etapa enzimatica yjuimaica. En la etapa enzimatica los
precursores son oxidados por peroxidasas formaadicates fenoxilo que en la etapa
guimica reaccionan al azar entre ellos. En esteepmse originan una gran variedad de
formas resonantes que pueden reaccionar unas K& Bt por esta razon que no existe

una unica estructura de la ligning, 26, 34

La union de los diversos polimeros pueden ser ddidos: de tipo condensado mediante
enlaces Carbono-Carbono, y tipo no condensadouca@nlace aril-alquil éter en las que

intervienen tanto los anillos aromaticos como kdenas propilicas.

La lignina es un polimero que actia a manera darpegto manteniendo unidas las fibras
de celulosa y hemicelulosa a través de enlacesidiégeno y enlaces covalentes; asi
mismo, confiere rigidez a las paredes de las ®luéggetales y protege contra ataques

microbianos y agresiones mecanigasss)

2.3.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa difiere en cada especie de pldisaun heteropolisacarido formado

principalmente por mananos, galactanos y xilanasasEmoléculas de anhidroazucares

17



estan unidas por enlaces glucosidicos figh-4) y cuando forman ramificaciones pueden
unirse entre si a través de enlaces figb-3). Por este tipo de uniones y ramificaciones e
estado natural solo existe en la forma "amorfa'tmio polisacaridos de tamafio
considerablemente mas cortos que la celulosa,alogte polimerizacion es de maximo

200. Por su composicién son susceptibles de hisehadispersarse facilmente en el agua.

Existen dos tipos de hemicelulosas que se encuetando en las maderas duras como en
las maderas blandas: los xilanos y los glucomando@s xilanos son un polimero de
unidades d@-xilopiranosa unidas por enlaggég1-4) que presentan ligeras ramificaciones.
Los glucomamanos son polimeros de glucosa y mamaisias por enlace-(1-4) con

predominio de manosas.

CH _OH CH ,OH OH

oH
D O
HO HO “ HO HO ° HO
0 o o]
ot OH o oH

CH,OH CH,CH CHLOH

Figura 1. Estructura del glucomonano (Tomado deaQlbsé (34))

Su funcidn, junto con la lignina, es de suministnaidn a la lignina con la celulosa

2.3.3 Celulosa

La celulosa es el componente mayoritario de lasdesr celulares de los vegetales, aunque
también puede ser sintetizado por algunas bactgraszoos y hongos filamentosos. Es
un polimero formado por cadenas lineales de D-glcmidos por enlaces glucosidicos de
tipo B (1-4). Posee un peso molecular muy elevado, pddiescilar entre 50 000 hasta
aproximadamente 2 500 000 Daltgsz7)

18



El grado de polimerizacion es el niumero de azuc#&mesléculas de glucosa) que
conforman la cadena y puede oscilar entre 50 y0D5.@ependiendo del material
celulésico. Estas moléculas de glucosa estan cancanformacion de silla, que es la
conformacion mas estable en la naturaleza, gird88% una respecto a la otra. Por esta
razén, estereoquimicamente, la celulosa esta fanpad cadenas de celobiosa. Esta
composicién quimica de la fibra de celulosa esuklg hace muy resistente a los ataques

fisicos, quimicos y enzimaticqs, 15, 27, 2s)

Figura 2. Estructura de la celulosa (Tomado deaQlnsé (34))

Estudios con la técnica de difraccion por rayoskdestran que la celulosa se presenta de
dos diferentes maneras. Una llamada estructuréalans en la que las moléculas de
glucosa estan altamente ordenadas y unidas en&réravés de puentes de hidrégeno y
fuerzas de Van Der Waals formando fibras elemestalamicrofibras de 500 a 1000

angstroms de longitugsz)

Otra llamada celulosa "amorfa” donde las molécdéaglucosa estan menos ordenadas,
que no estan unidas con puentes de hidrégeno pafuele Van Der Waals, lo que les

confiere la propiedad de ser mas flexibles y pdaido son mas facilmente hidrolizables.

La proporcion en la que estos 2 tipos de celulesarnsuentran en la materia organica
depende mucho del origen de la celulosa, ademasratamiento que se realice a la

celulosa para usarla con fines biotecnolégicos.
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2.4 ORGANISMOS CELULOLITICOS

Existen muchos microorganismos que tienen la cdpdcde degradar los compuestos
celulésicos de manera natural, aunque son pocakete los cultivos filtrados poseen

actividad celulolitica.

Los rendimientos en celulasas que se obtienen emgidehongos son superiores a los que
se consiguen con bacterias, razén por la cual j@ngarte de investigaciones se enfocan
a la produccion del complejo enzimatico a partirhdmgos, especialmente del género
TrichodermaAspergillusy Streptomycesentre otrosgs, 44

Se pueden clasificar en dos grupos de microorgasisoeluloliticos de acuerdo a su

capacidad metabdlica de utilizar oxigeno:

El primer grupo son microorganismos anaerobicost@ni@s y hongos) que se encuentran
en aguas residuales, en el rumen y tracto digesiivaiertos animales herbivoros y de
algunos insectos. Entre algunos de estos microsmas estan las bacterias del género
Clostridium y RuminococcusMientras que algunos hongos identificados como
celuloliticos son: Anaeromyces mucronatus, Caecomyces communis, @gbdam

aberencis, Neocallimastix frontalis, Orpinomycesyspiromyces sp.

En el segundo grupo se encuentran microorganis@abias habitantes principalmente
del suelo: hojarasca, abono, maderas en desconfppsetc. Algunas de las bacterias de
este grupo sorCellulomonasy Streptomycesmientras que algunos de los hongos
celuloliticos aerobios caracterizados son, entrespfAspergillus sp, Fusarium solani,
Penicillium sp, Trichoderma sp.

Para realizar la degradacion de la celulosa losomiganismos deben poseer un grupo de
enzimas denominadas genéricamente celulasas, peremyrealidad es un complejo de
varias enzimas con distintas actividades enzingticaya accidon conjunta es necesaria

para realizar la degradacion de la celulosa.
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Existen microorganismos que producen Unicamentdasgls o Unicamente xilanasas, sin

embargo la gran mayoria de microorganismos prodiargan celulasas como xilanasas.

La produccion de estas enzimas esta sujeta a miésranecanismos regulacion. No
siempre se producen estas enzimas en los micrasngas celuloliticos, es imprescindible
que exista un “detonante” que active dicha secnedios activadores de la produccion de
enzimas celulasas son principalmente la fuente albono. Si el medio donde se
desarrollan estos microorganismos posee suficieatdidad de azlcares simples no
producira el complejo enzimatico, pues no lo neaedlo obstante si el medio no posee
una fuente de carbono simple y posee celulosa @borganismo producira el complejo
enzimatico necesario para degradar la celulosa tgneb azicares simples para su

desarrollo.

Los microorganismos capaces de hidrolizar, o degridcelulosa cristalina secretan un
conjunto de celulasas que actuan sinérgicamenta \cierta especificidad, es decir cada
tipo de celulasa producida tiene un sustrato efpecy de esta manera actlan
sinérgicamente. Dicho conjunto se denomina sistent@mplejo celulasa. Esta Ultima
denominacién es confusa ya que solo en ciertasef@t anaerobias las enzimas

celuloliticas se agrupan en complejos multienzicogtextracelularegs, o7

La comparacion entre los datos proporcionados per diferentes autores sobre la
produccion de enzimas siempre es dificil, y aun erasel caso de la produccion del
complejo celulasa, ya que los ensayos de medidastiedad no estan estandarizados y
cada método de analisis individual responden sal®r@as enzimas. Aun asi parece ser
qgue es en los cultivos del hongo del gernEichodermadonde se produce los més altos

niveles de actividad celuloliticaa)

2.5 ENZIMAS CELULASAS
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Las enzimas, genéricamente, son catalizadoresgito que aceleran la velocidad en que
se produce una reaccion metabdlica sin que en lécoia se produzca algiin cambio o se
altere, tampoco se consume en la reaccion. Estagedades las ejercen en condiciones
que son compatibles con la vida, como funcionanagperaturas por debajo de 70°C, a un

pH alrededor de 7 y a una presién de una atmaésfera.

El incremento que ejercen sobre la velocidad deremecion es enorme y va de® 50102
veces con respecto a la reaccion en ausencia @dizador. Otra cualidad es su altisima

especificidad.

Quimicamente son proteinas globulares, algunasestmictura cuaternaria. Para actuar
necesitan conservar su estructura nativa, en lasgu#destaca un lugar que se denomina
sitio activo de la enzima, un arreglo geométrico formado pomumero reducido de
residuos aminoacidos complementarios a los grupd®icos de su sustrato especifico.
Algunos de estos residuos participan en la unidnet@ustrato, llamado sitio de fijacion o
union del sustrato. Otros residuos del sitio acsea los encargados directamente de la
transformacion del sustrato en producto. Este sgidlamado sitio catalitico. Es por esta
razon que las enzimas tienen la caracteristicaespecificapa)

Las enzimas necesitan de un pH y una temperat@@uados para trabajar 6ptimamente.
Estos valores varian de una enzima a otra, pensloses adecuados van a permitir que la

estructura del sitio activo sea la mas adecuadalpaatalisis.

Las enzimas celulasas de bacterias anaerobicanaxtiiavés de un complejo multimérico
asociado a la célula, en el que una proteina ralitiea sirve de andamio a las varias
subunidades enzimaticas mediante interaccioneseipesproteina de tipo cohesina-
dockerina. A este complejo se le conoce caglalosota.

Las enzimas celulasas producidas por bacteriasigdsoaerobios son solubles y actian de

forma independientgs, ss)
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Las enzimas celulasas son enzimas glicosil hidmslasitilizan dos mecanismos de
hidrolisis para romper el enlace glicosidico y ganedos posibles configuraciones
estereoquimicas finales. Un tipo de enzimas llexacabo una reaccion en la que el
carbono anomérico mantiene su posicfprilamado mecanismo de retencién; y la otra

reaccion en la que va a perder su posifidlamado mecanismo de inversion.

El complejo enzimatico celulasa esta constituido @lomenos catorce componentes o
enzimas pertenecientes al grupo de las carbohg#®l@®e acuerdo al sitio en donde van a
romper la fibrilla de celulosa las enzimas celwdasa dividen en tres grupos: en@lo

glucanasas, exp glucanasas § glucosidasas.

2.5.1 End@ glucanasas

Estas enzimas son 14D-glucan glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4) y van &uac
rompiendo al azar los enlaggéglucosidicos internos de la celulosa dando corsoltado

la liberacion de oligosacaridos de varios tamaiosruevos extremos terminales que van
a ser atacados por las exoglucanasas. Como rasdléalh hidrolisis de las endoglucanas
existe una rapida reduccién del grado de polimeidra y un incremento de los grupos
reductores, pero se obtiene baja producciéon deaegsiceductores.

Este grupo de celulasas solamente actia sobréulasseamorfa, no actia sobre celulosa
cristalina ni celobiosa, constituye aproximadameunte 20% del total del complejo
enzimatico y es inhibida competitivamente o no,lparelobiosa y la glucosa formada.

El mejor sustrato para medir la actividad de ladogiucanasas es la Carboximetil

celulosa, que es un derivado de la celulgsay

2.5.2 Ex@} glucanasas.

23



Las exoglucanasas estan formadas por 2 enzimds4{faD-glucan glucohidrolasa (EC
3.2.1.74) o glucohidrolasas; y por la 1#b-glucan celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) o
celobiohidrolasas que van a actuar sobre los ewgetarminales no reductores del

polimero con la liberacion de glucosa y celobi@spectivamente.

Las celobiohidrolasas tienen actividad sobre ceslulamorfa, cristalina y sobre
celodextrinas, pero no actia sobre derivados sigkig ni sobre la celobiosa, y constituye

aproximadamente del 50 al 80% del complejo celidoli

Las glucohidrolasas actian sobre celulosa amorédg-atigosacaridos y son el

componente minoritario del complejo enzimatico.

La accion de las exoglucanasas es fundamentalghidrélisis de las zonas cristalinas de
la celulasa. Es inhibida competitivamente o naiat@or la celobiosa formada como por la

glucosa presente en el megi.s)

2.5.3p glucosidasas

Son enzima$-D-glucésido glucohidrolasas (EC 3.2.1.21) y sucfdn es degradar las
moléculas de celobiosa y celodextrinas de bajo paetecular como celotetrosas y
celotriosas a monomeros de glucosa. Estas enzioraslssolutamente necesarias para
evitar la fuerte inhibicidn que la celobiosa promda sobre las endo y exoglucanasas si
esta se acumulara en el medio de crecimiento. Lhasogdasas son inhibidas por la

celobiosa y la glucosa presente en el megdigu, 44, 51

2.6 OBTENCION DE ALCOHOL A PARTIR DE RESIDUOS
LIGNOCELULOSICOS

Se estan realizando gran cantidad de estudiosdenelanundo sobre la utilizacion de los
materiales lignoceluldsicos para la produccionldehml a escala industrial. El uso de esta

materia es muy atractivo en paises donde no pug@dersu tamafo, terreno, clima, etc.,
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producir grandes cantidades de cafia de azucarsgiaeneateria prima mas utilizada para
la produccién de bioetanol. En muchas ocasionesrssidera a este tipo de material como
desperdicio (residuos agroindustriales, residugarocos urbanos, etc.) por lo que su uso

como materia prima presenta ventajas tanto ecomdnsimmo ambientales.

La matriz de la lignocelulosa esta compuesta palemas de celulosa y lignina
entrelazadas por cadenas de hemicelulosa lo que tae sea una estructura muy
resistente. La obtencion de alcohol a partir deanigeoceluldsica es complicada, debido
principalmente a la compleja caracteristica estratty composicion quimica de la materia
prima. El principal reto biotecnolégico es la dgsificacion e hidrélisis de este material.

(12, 15, 18, 47)

En general el proceso de obtencion de bioetanddtaate tres etapas: Deslignificacion,
hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa, y la fentacion de las hexosas y pentosas

2.6.1 Deslignificacion

El objetivo de la deslignificacion es deshacer latrim de lignocelulosa para liberar la
celulosa y reducir el grado de cristalinidad denlama para realizar la hidrolisis posterior.
Ademas, en esta etapa gran parte de la hemicelséob@roliza y la lignina se separa o
incluso puede llegar a descomponerse, dependiemda dase de pretratamiento que se

haya realizado.

La deslignificacion es el paso mas importante mé&s complicado de resolver, ya que de
éste depende el éxito de la hidrolisis enziméatios. pretratamientos utilizados son de tipo

quimico, fisico, biolégico o una combinacion de dogerioress, ss, 47)

Los pretratamientos fisicos van desde la trituraon@cénica, en la cual una combinacion
de astillado y molienda va a reducir el tamafoadedrticula, reduce la cristalinidad de la

celulosa y aumenta la superficie fisica exponiblgue facilita la hidrolisis posterior; hasta
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la radiacion de alta energia en la que se van @eoioes enlace$-glucosidicos y los
enlaces covalentes y de hidrégeno que se encuerttanla celulosa y ligninas, s4)

Los pretratamientos quimicos utilizan agentes canidos, alcalis o agentes oxidantes, lo
gue va a solubilizar la fraccién de lignina y a ifiodr la estructura de la celulosa para
gue sea mas efectiva la accion de las enzimase Estpretratamientos quimicos estan la
oxidacion humeda, tratamientos con ozono, hidlisdn alcalis o acidos, etc. Sin
embargo estos tratamientos necesitan que los aobores donde se realiza los
tratamientos sean materiales resistentes a altgsetaturas y a la corrosion que produce

estos compuestogs, 34)

Los tratamientos biologicos utilizan determinadasraorganismos que producen enzimas
especificas (ligninasas) que degradan la lignite lyemicelulosa, dejando al descubierto

la celulosa para su posterior ataque enzimatico

Los microorganismos usados son los hongos de laegoohbre blanca (hongos que
rompen la estructura de la lignina), blanda (mioyaaismos que modifican la estructura
de la lignina) o marrén, siendo los de la podredenilanca como los mas efectivos para
realizar estos pretratamientos. Este pretratamieiologico presenta ventajas como bajos
requerimientos energéticos, ademas de las condiiambientales amigables con la que
se da el proceso. A pesar de esto tiene el gramweaiente que la tasa de hidrolisis es

demasiado lentgsa)

2.6.2 Hidrdlisis de la celulosa

En esta etapa se consiguen los azucares fermentsibhples con el uso de enzimas
obtenidas de plantas superiores, algunos invedebray principalmente de ciertos
microorganismos 0, en algunos casos, mediante iodlikis acida la cual emplea

catalizadores acidos, un proceso totalmente quimico
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Las enzimas que se utilizan para realizar la daspakacion se extraen, por lo general, de
los hongos de los génerdschoderma, Fusarium y Phanerochagiss que han sido mas

estudiados por la capacidad de producir grandegiades del complejo enzimatico.

La hidrdlisis de la celulosa es una reaccién datalheterogénea, en la que intervienen un
reactivo insoluble, la celulosa, junto con un cagalor soluble, el complejo celulasa. La
velocidad de la hidrdlisis esta determinada por @asores importantes, la estructura,
amorfa o cristalina, de la celulosa y la unién tgerega esta con la enzima, asi como el

modo de actuacion del complejo enzimatigpaa)

Durante la reaccion enzimatica se puede obsergaretiapas o fases. En la primera fase
que ocurre practicamente en el instante de jundarerizima con el sustrato, la
concentracién de enzima libre cae bruscamenteygdagmayor parte de la enzima libre se
junta con las moléculas especificas del sustratmdndo asi el complejo enzima-sustrato.

En la segunda fase se llega a la maxima activigadnética, ya que al transformar la
molécula del sustrato, la enzima puede unirseaamtiécula del sustrato para formar asi
otro complejo enzima-sustrato. Es en esta etapdedse consigue el mayor nivel de
glucosa producida, y ésta dura hasta que la caacéim de sustrato en el medio sea

superior que la concentracion de enzima.

La ultima fase, que suele ocupar la mayor partéede®po de reaccion, se produce cuando
la concentracién de sustrato es mucho menor, pogu® la velocidad de reaccion

disminuye considerablementg 24, 27)

2.7 FERMENTACION ALCOHOLICA

En la fermentacion alcohdlica se emplean microasgans que utilicen la glucosa, y otros

azucares simples, para la elaboracion de alcomob qgooducto final de su metabolismo.
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La glucolisis es la primera etapa de la fermentgdi® cual necesita de enzimas para su
completo funcionamiento. A pesar de la complejidadlos procesos bioquimicos una
forma esquematica de la reaccion quimica de lagietacion alcohdlica puede describirse
como una glucdlisis (via Embden-Meyerhoff) de taihfa que puede verse como participa

inicialmente una molécula de hexosa:

CsH1206 + 2 Pi + 2 ADP— 2 CH;-CH,OH + 2 CQ + 2 ATP + 25.5 kcal

Se puede ver gue la fermentacion alcohdlica esledespunto de vista energético, una
reaccion exotérmica, se libera una cierta cantdia@nergia. La fermentacién alcohdlica

produce gran cantidad de CO2.

En mas detalle durante la fermentacion etilicalanterior de las levaduras, la via de la
glucdlisis es idéntica a la producida en el eritm(con la excepcion del piruvato que se
convierte finalmente en etanob,

2.7.1 Ciclo de Embden-Meyerhoff o Glucolisis

La glucolisis fue la primera via metabodlica obsdevan un extracto libre de células, un
gran hallazgo a principios del siglo. Se supone fygela primera via de las células

primitivas iniciadoras del proceso de evoluciérutzal

La esencia del proceso es sugerida por su propihre rompimiento de algo dulce, de
acuerdo a su etimologia grieggicos que significa dulce; {isis que significa romper o

degradar.

La glucdlisis se produce en 11 pasos. El primeo gasda cuando el grupo hidroxilo de la
molécula de glucosa reacciona con un grupo fogfata formar un fosfoéster, en donde el
ATP proporciona tanto el grupo fosfato como la gferpara la reaccion de la

fosforilacion. La reaccion es exergonica, por le glequilibrio de la reaccion se desplaza
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hacia la derecha, sin embargo el contenido eneogéth es lo suficientemente alto para
gue la reaccidn ocurra espontaneamente a la vatbeabjuerida por las células. Pero por
medio de catélisis enzimatica se acelera la reacgipracticamente toda la glucosa que

entra en la célula es transformada a su derivasforftado.

El paso de la fosforilacién es importante por 2ores. La primera es que activa a la
glucosa para su posterior ruptura, y la segundpiesasegura que la molécula de glucosa
sea atrapada efectivamente dentro de la céluladalebque el grupo fosfato, altamente
polar, evita que la molécula de glucosa regresevamente a través de la membrana

plasmatica.

La segunda reacciéon implica la conversion de laaga (aldohexosa) en la cetohexosa, la
fructosa 6-P, que deja libre el grupo oxhidrilo datbono 1 para que sea fosforilado de
igual manera que en el paso 1. Esto genera un rabigséosforilado, la fructosa 1,6-
bifosfato (paso 3). La diferencia entre al anhigratel ATP y la union fosfoéster del
carbon 1, produce una reaccion altamente exerg@ngacticamente irreversible en la

direccion glucolitica.

Enseguida se produce la cuarta etapa, que estlaauge la bifosfohexosa o ruptura de la
glucosa, la que es catalizada por la enzima aldol@saccion que da el nombre a la via
metabolica. Esta reaccion reversible da como @doltdos azlcares de tres atomos de

carbono: el fosfato de dihidroxiacetona y el gideehido 3-fosfato.

Las dos triosas formadas comparten la misma relagi@d con respecto a la otra, de igual
forma que lo hacen la glucosa 6-P y la fructosg peP ello no es sorprendente que el
fosfato de dihidroxiacetona y el gliceraldehido 8eFinterconviertan facilmente. Debido a
gue el gliceraldehido 3-fosfato es el Unico compuesalmente oxidable en las siguientes
fases de la glucolisis, la interconversion de edias triosas permite que el fosfato de

dihidroxiacetona sea catabolizado por su intercanie a gliceraldehido 3-fosfato.
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Esta primera fase de la glucélisis se puede restderna siguiente manera:

Glucosa + 2 ATR- 2 gliceraldehido 3-P + 2 ADP

La oxidacion del gliceraldehido 3-fosfato ocurre les pasos 6 y 7. Esta es de vital
importancia, ya que en términos del rendimientorggteco de la glucolisis, estas

reacciones representan el Unico sitio de la viguense da la oxidacion de una molécula,
en condiciones anaerobicas, con la liberacion feiesnte energia para formar el 50% de

ATP obtenido en la conversion celular de glucokectato.

La reaccion de oxidacion del gliceraldehido 3-fsfacurre con la formacion de una
union fosfoanhidro en el carbono 1, produciénddsk 3Ebifosfoglicerato, molécula que
permite la sintesis de un ATP por la transferedaiecta de un fosfato de alta energia al

ADP. La enzima que cataliza la reaccion es la gidehido 3-fosfato deshidrogenasa.

Energéticamente, el aspecto esencial de la seeudaatal es que una reaccidon
termodindmicamente desfavorable, como es la fodnade un anhidrido entre el acido
carboxilico y el fosfato inorganico, es impulsada pna reaccién termodinamicamente
favorable, como lo es la oxidacién de un aldehids dos reacciones son acopladas por
un intermediario tioéster, compuesto que retienehawe la energia libre de la reaccion

oxidativa, que de otra manera seria liberada caata.c

La segunda fase de la glucdlisis se puede resuaia siguiente manera:

2 gliceraldehido 3-P + 2 NAD+ 2 ADP— 2,3-fosfoglicerato + 2 NADH + 2H+ 2 ATP

Como se concluye de la ecuacion, por cada molérulglucosa se producen 2 moléculas
de 3-fosfoglicerato, 2 moléculas de NADH + H y dosléculas de ATP, necesarias para la
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activacion inicial de la glucosa en los pasos 1 pa& lo que el rendimiento neto de ATP
es 0 hasta este punto de la glucdlisis.

La produccion de otra molécula de ATP a partir Jbsfoglicerato depende del grupo
fosfato del carbono 3, que en este punto se erreui@ddo como union fosfoéster. En esta
tltima fase la union éster se convierte en unarufusfoenol de alta energia, por medio de
un rearreglo interno de la molécula. Para ellorepg fosfato del carbono 3 se traslada al
carbono 2, seguido de la liberacion de una molécdaagua del 2-fosfoglicerato,

produciendo fosfoenol-piruvato (PEP).

Para resumir la tercera fase de la glucolisisedeeion de las dos moléculas de 3 atomos

de carbono derivados de la glucosa es:

2-fosfoglicerato + 2 ADP- 2 piruvato + 2 HO + 2 ATP

La etapa final para la fermentacion alcohdlicaaeddscarboxilacion del piruvato formado
para producir el acetaldehido, un compuesto détwsos de carbono, que se convierte en
el aceptor de electrones. La reduccién del acdétaddeproduce etanol. Las reacciones que
involucran la produccién de etanol son dos: la adsxxilacion del piruvato y la reduccion
posterior del acetaldehigq,

Un resumen total del proceso:

Glucosa + 2 ADP + 2 Piruvate 2 etanol + 2 Co+ 2 ATP + 2HO

2.8 LEVADURAS

Levadura es un nombre genérico que agrupa a uredadrde hongos, incluyendo tanto

especies patdégenas para plantas y animales, asi egpecies inocuas, algunas de ellas
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gran utilidad en la industria. Las levaduras sooromrganismos pertenecientes al reino

fungi, eucariotes con predominio de una fase umligeen su ciclo de vida.

Su reproduccion puede ser asexual o sexual. Ladepcion asexual es por gemacion
polar o multilateral, proceso durante el cual sento en la periferia de la célula una
protuberancia con crecimiento centrifugo: la yenu@ @umenta de tamafio hasta que
finalmente se desprende de la pared celular, ¢oystido nuevas levaduras. En ciertas
levaduras la yema crece en un saliente tubulifoyoes sobresale de la célula madre. El
material nuclear replicado se divide entre laslagélmadre e hijas. Unas pocas especies se
multiplican por escisidn y una especie por una doatddon de escision y gemacion.

La reproduccion sexual de las levaduras “verdatlefAscomicetos) se realiza por
ascosporas, sirviendo la propia célula de ascda Emyoria de las especies la formacién
de ascosporas va precedida de la conjugacién deétldas pero algunas pueden producir
ascosporas o células hijas. El niumero de ascasporaasca y el aspecto de las mismas
son caracteristicos de cada especie. Las ascogpgdsn diferenciarse por su color, por
el aspecto liso o rugoso de sus paredes y porswaf(redonda, oval, arrifionada, en forma
de sombrero hemisférica, angular, fusiforme o em&de aguja).

Las levaduras “falsas” que no producen ascospotdsas especies sexuales, pertenecen a
los Deuteromicetos. Las células de algunas levadsgaconvierten en clamidosporas al

formarse una pared gruesa alrededor de la celug.

Las levaduras son hongos unicelulares, de forma ranable: esféricas, ovoides,
piriformes, cilindricas, triangulares o inclusorgkdas en forma de micelio verdadero o
falso, con un tamafo que varia entre 2,5 — 10 mideaancho y 4,5 - 21 micras de largo.
Son microorganismos anaerobios facultativos. Efoflea aerobia producen dioxido de
carbono, agua y una produccion relativamente atawkva levadura, mientras que en la
forma anaerobia fermenta el aztcar en alcohol ¥ididdde carbono y tiene un crecimiento

mas lento con menor produccion de nueva levadura.
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Las levaduras pueden habitar el suelo, mucosda,rperficie de vegetales, entre muchas
otras superficies. La mayoria son mesdfilas, cantamperatura de crecimiento entre 24 y
48 °C. Son capaces de soportar un amplio rangéia# gual esta comprendido entre 2,5y
8, cualidad que sirve para aislarlas de otros rmargamismos. Son incapaces de moverse
por lo que Unicamente pueden ser arrastrados éstda corrientes de aire o en fluidos o

por insectoSug)

Un 75-80% de la célula de levadura es agua, aulagbase de su peso en seco, la célula
en crecimiento activo contiene aproximadamente d8%roteina, la mayoria en forma de
enzimas (de las que se han identificado mas deillar)ngque estan localizadas en la pared
celular y unida a las membranas; aproximadamerfe @2 polisacaridos, principalmente
en la pared celular y como material de reservaeditioia; 7% de minerales (llamados
contenido en ceniza); 5% de fosfolipidos; 3% dglitéridos; 0.5% de DNA, vitamina y
fibra.

El citosol o citoplasma esta delimitado por unaieé celular que consta de membrana
celular, espacio periplasmico y pared. La paredl@epuede tener un espesor de 150-300
nm, segun la cepa y condiciones de desarrollo ynebdlicamente activa, contiene
enzimas capaces de permitir la transferencia mauemmlar al interior de la célula. La
membrana y el espacio periplasmico tienen ambasri@le grosor. Hasta el 85% del peso
seco de la pared celular se atribuyen a dos pélisis estructurales que estan presentes
en cantidades aproximadamente iguales y son:

» B-Glucanos, polimeros de glucosa que se encuestraas capas internas de la

pared y son responsables de la forma celular gaide la pared.

* Manoproteina (0 mananos), polimeros de manosa sicimalentemente a cadenas
peptidicas que forman la pared externa de la pagsgpnsables de la porosidad y

de la comunicacion con el medio ambiente que leaod
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Ademas de los dos polimeros principales, la quitimapolimero de N-acetilglucosamina,
esta presente en pequefas cantidades, aproximaeatdersobre peso seco. La quitina es
un componente mayoritario de muchas paredes fimgjoa le confiere rigidez, aunque
parece concentrarse en las cicatrices que dejyehass en la pared de las levaduras de las
células madres cuando estas se reproducen por igem&n la pared matriz, también
estan presentes pequefas cantidades de protgidss b fosfatos inorganicos.

La pared celular de las levaduras son hidrofoliedsda a los lipidos de la pared externa y
a los grupos fosforilados del complejo manoprotin&sta hidrofobicidad esta

determinada por sus circunstancias ambientales.

El organulo mas destacado de la célula de la legads la vacuola la cual es rica en
granulos de volutina (polimetafosfato) durante pesiodos de inactividad metabdlica.
Estos granulos densos desaparecen al reanudasatall® activo. La vacuola también
actia como almacén de enzimas liticas implantadasl eeciclado de macromoléculas

celulares.

El segundo gran organulo es el ndcleo, que estatignte envuelto por una unidad de
membrana doble con poros. El nicleo tiene de 20 am de diametro, mientras que los

poros son del orden de 0.1 um de diametro.

El nucléolo es el lugar de sintesis y organizaclérios ribosomas citoplasmicos (80S).
Los cromosomas de la levadura son muy pequefiofcyirdente diferenciales. Alun asi,

existen indicaciones conflictivas respecto al niove cromosomas de la célula diploides.
Las primeras teorias indicaban que tenia ocho, ggmno concuerda con la informacion
obtenida en la investigacién genética, que ha deeauss que el ndcleo de la célula
haploide posee al menos 17 grupos enlazados, emaecel plasmolema con la membrana
nuclear y hasta sacos aplanados (cisternas), depdoda forma verdadera del reticulo

endoplasmatico, de las condiciones y edad de Udecél
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El citoplasma también contiene el aparato de Gpyglglictiosoma, que esta también
delimitado por una unidad de doble membrana. Esfdidado en el crecimiento de la
pared celular y en determinadas fases del cicldareles dificil de diferenciar del reticulo

endoplasmico (RE).

Las mitocondrias estan libremente dispersadas Ipcitoplasma y como en otras células
eucariotas contiene sus propios ribosomas (70Synylss puntos de produccion del
adenosin trifosfato (ATR)g)

2.8.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyceserevisiaees una hongo ascomiceto que se encuentra natutelme las
uvas y muchos otros frutos. Es una levadura que apdoximadamente 4-8 um, su rango
optimo de pH para el crecimiento es de 4.5 a ESta levadura es utilizada desde la
antigiiedad en la industria para la fabricacionpda, cerveza y vino, gracias a su
capacidad de generar dioxido de carbono y etan@ntiel el proceso de fermentacion.
Basicamente este proceso se lleva a cabo cuaraléeeatiura se encuentra en un medio
muy rico en azucares (como la D-glucosa). En cimaés de escasez de nutrientes, la
levadura utiliza otras rutas metabodlicas que lenien obtener un mayor rendimiento

energeético, y por tanto no realiza la fermentacion.

Esta levadura puede utilizar distintas fuentes adano para su metabolismo. Estas
fuentes varian desde los carbohidratos, aminojcetasol, glicerol. Los carbohidratos
gue puede utilizar son monosacaridos de seis cashbaomo por ejemplo la glucosa,
fructosa y manosa. Ademas logra utilizar disacdridomo la maltosa y la sacarosa y
trisacaridos como la rafinosa. Sin embargo sacamges no puede metabolizar

monosacaridos de 5 atomos de carbang, so)

Cuando existe gran cantidad de azucares en el ndedarecimiento de esta levadura la
tendencia es producir etanol mediante una ferm@mtaalcohdlica llevando a cabo la

glucdlisis, o el ciclo de Embden-Meyerhoff.
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Este microorganismo muestra 5 fases de creciml@atodefinidas cuando es cultivado en
medios liquidos con glucosa como fuente de carblantase lag, la fase logaritmica, el
cambio diauxico, la fase postdiauxica y la faseasharia. La fase lag es un periodo de
adaptacion en el cual la célula se prepara paididie. Durante la fase logaritmica las
células alcanzan su maxima velocidad de duplicagidlevan a cabo un metabolismo
fermentativo del que se produce etanol. Al disnminai concentracion de glucosa, las
células atraviesan por el cambio diduxico, un gleribreve de tiempo en el cual no hay
division, y la célula cambia de un metabolismo femtativo a uno respiratorio. En la fase
postdiduxica las células usan como fuente de carbbetanol producido durante la fase
logaritmica y gradualmente incrementan su resisieat estrés; en tanto que la fase
estacionaria se presenta cuando los nutrientesieléilo se han agotado y no hay division
celular. En esta fase, las células acumulan cadbatbs de reserva como trehalosa y
glucégeno, alcanzan el maximo nivel de resisteadistrés y su pared celular se vuelve

mas gruesa y resistente a la digestion por litigasan)

Esta levadura ha sido de las mas estudiadas wanténte y ha permitido elucidar los
procesos basicos de la fisiologia celular de lgmmismos eucariotes, ya que tiene una
complejidad ligeramente superior a la de la baxteero comparte con ella muchas de sus
caracteristicas. Ademas de su rapido crecimieatdispersion de las células y la facilidad
con que se replican cultivos y aislan mutantesadagor un sencillo y versatil sistema de
transformaciéon de ADN. Por otro lado, la ausence& mhtogenicidad permite su

manipulacion con las minimas precauciones.

Otra ventaja adicional consiste en que se conosedaencia completa de su genoma y se
mantiene en constante revision. Ello ha permitidtuagios a escala genémica como la
expresion génica, asi como su manipulacion dedss6200 genes que codifica el genoma
de levadura, logrando introducir genes de otrasasp eucariotes para su estudio, sintesis
de sustancias extrafias a las producidasSpocharomyces cerevisiagp mejoramiento

de sus funciones, como por ejemplo la introducciérgenes que permitan a la levadura
utilizar carbohidratos de 5 &tomos de carbono yregorar su eficiencia y productividad a
la hora de producir etan@lp)
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Se aprovecha del metabolismo de la levadura cuestdose encuentra en medios ricos en
azucares simples para utilizarlos en la industfimeaticia. Ademas del uso de
Saccharomycesn la fabricacién de pan y bebidas alcohdlicaspmo probiotico en la
alimentacion de animales. La forma de administrar desde una masa fermentada
producida en el rancho, subproductos de la levadureoductos comerciales a base de
levaduras. Los beneficios de la administracionS@d&charomyce®s que proporciona
vitaminas del complejo B, minerales, proteinas @ias son de alta calidad, equivalentes a

la soya) y aminoacidoga, so, 52
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION DE LOS LABORATORIOS

El presente trabajo se realizé en los laboratat@$licrobiologia Agricola de la Escuela

de Bioanalisis de la Pontificia Universidad Cataligel Ecuador.

3.2 MATERIALES Y REACTIVOS
e Cajas Petri
» Asas bacteriolégicas
* Pinzas bacteriologicas
* Mecheros
* Tubos de ensayo de tapa rosca
» Pipetas seroldgicas
* Pipetas automaticas
* Embudos
* Vasos de Erlenmeyer
» Frascos Schott
» Camara de Neubauer

e Autoclave Market Forge
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Agitador orbital Barnstead Max Q 2000

Agitador orbital LW Scientific 2100A

Balanza automatica ADAM ACB plus-300
Espectrofotdmetro Mannheim Boehringer 4010
Refractometro REFRACTO 30 PX Mettler-Toledo
Microondas Panasonic

Incubadora Precision

Centrifuga Dynac

Bafio Maria Memmert

Vortex

Estufa

Sustratos (aserrin de laurel y bagazo de cafia g ma
Papel filtro Macherey Nagel (MN) # 615

Kit comercial para determinacién de glucosa DiaSys
Medio Minimo Czapeck liquido

Buffer citrato

Papa Dextrosa Agar (PDA)

Medio Mandels-Weber modificado

Medio de cultivo para la fermentacion alcohodlioag{a Ballesteros y Oliva)
Enzima celulasa producida

Solucion de glucosa obtenida de la hidrolisis deslastratos
Levadura etanologénic&@accharomyces cerevisiae

Cepas celuloliticas

3.3 REACTIVACION DE CEPAS DE HONGOS CELULOLITICOS.
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3.3.1 Metodologia

Las cepas utilizadas en el presente trabajo fustoninistradas por el laboratorio de

Microbiologia Agricola de la PUCE.

Para la reactivacion de las cepas mantenidas agelemion, fue necesario el cultivo del
hongo en Agar Papa Dextrosa, PDA, durante 8-10 alt@snperatura ambiente hasta ver

abundante esporulacion.

Se realizaron subcultivos en agar PDA tanto enscBgtri (para realizar los ensayos),

como en tubos con agar inclinado. Los cultivos mbites se conservaron en refrigeracion.

3.4 SELECCION DE CEPA CELULOLITICA

3.4.1 Preseleccion de cepas celuloliticas (Evaliacualitativa)

3.4.1.1 Metodologia

Una vez que el hongo se desarrollo en la caja Betainte 8 dias a temperatura ambiente,
en condiciones de total asepsia, se le afiadio am&lad aproximada de 5 mL de un total

de 30 mL de solucién salina estéril.

A continuacion, mediante un ase rasp0 suavemente toda la superficie del agar par
desprender las conidias del medio. Una vez reaizste proceso se trasvaso la solucion

al frasco que contenia el resto de solucion salina.

Esta suspension se la homogeniz6 perfectamenta eartex, y posteriormente se realizé
un contaje de esporas mediante la camara de Naulpaua obtener la concentracion de

esporas por mililitro.
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El contaje de esporas se realiz6 por triplicada panfirmar su concentraci@mexo 1)

Como sustrato celulésico se utilizé papel filtro dlarey Nagel (MN) # 615. Se

prepararon tiras de papel de tamafio 1x 5 cm.

El medio de cultivo utilizado fue el medio minimaadpeckanexo 2) en donde la fuente de

carbono se reemplazoé con el papel filtro.

Para el ensayo de la degradacion del papel figirmosocd 9 mL de medio minimo Czapeck
liguido en cada tubo de ensayo con una tira dé&Xm. de papel filtro MN como Unica
fuente de carbono, se autoclavo por 20 minutosl&Clg 15 Ib de presion.

Posteriormente se inocul6 a cada tubo con 1 mL mk suspension de esporas de
aproximadamente 1x¥@onidias/mL(Foto 1) Se trabajé por triplicado con cada cepa a

evaluar.

Los tubos fueron incubados durante 20 dias a teaafyarambiente en un agitador orbital a
120 rpm. Durante este tiempo se observé cada Slalidesgradacion del papel filtro y el

crecimiento miceliafFoto 2)

Se registraron estos cambios para clasificar la depacuerdo a su capacidad degradadora

en:
 +++ Abundante crecimiento y/o degradacion del péfjbed
o ++ Moderado crecimiento y/o degradacion del péfied

e + Poco crecimiento y/o degradacion del papel filtro
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e SC No existié crecimiento ni degradacion del pditted

3.4.2 Seleccion de cepas celuloliticas por difeieede peso de papel filtro.

3.4.2.1 Metodologia

La seleccion de la cepa celulolitica con la cualtrabajé se realizd a partir de los
sobrenadantes obtenidos del cultivo de cada cegselpccionada en el procedimiento
anterior (Foto 6-7).L0S sobrenadantes se consiguieron centrifugandoeeio de cultivo a

3000 rpm durante 15 minutos.

Se coloco 2 mL de sobrenadante con 2 mL de buffeat@ (anexo 3) en un tubo que
contenia una tira de papel filtro previamente sedaakta peso constante y se incubo6 a

bafio Maria durante 5 dias.

Posteriormente se lavo el papel filtro con agudilddsa y se volvido a secar hasta peso

constante.

La cepa seleccionada fue la que presenté mayocicaohde disminuir el peso del papel

filtro.

3.4.2.2 Tratamientos
* Tto. 1: cepa T6 d&richodermaaureoviride
e Tto. 2: cepa T7 d&richodermaspp
» Tto. 3: cepa T8 d&richodermaatroviride.

e Tto. 4: cepa T12 dé&richodermahamatum
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e Tto. 5: cepa 130-60 daspergillusspp

e Tto. 6: cepa 437-40 dispergillussporocarpia

3.4.2.3 Variables

Diferencia de peso del papel filtro

3.4.2.4 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de la evaluacién de la diféaeme pesos del papel filtro se
examinaron mediante estadistica descriptiva (a&ldel media, desviacioén estandar, error

estandar, intervalo de confianza, coeficiente dmgign)

Se realiz6 un analisis de variancia ADEVA para sigaificancia de 0.05. Este analisis se
proceso en el programa estadistico Infostat

3.4.2.4.1 Disefio experimental

Los datos obtenidos se analizaron con 3 repetisienecada uno de los tratamientos.

3.4.2.4.2 Esquema del ADEVA

Cuadro 1. Esquema del ADEVA en la seleccidn de l@ga celulolitica

Fuentes de Variacion gL
Total 17
Repeticiones 2
Tratamientos 5
Error experimental 10
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3.4.2.4.3 Coeficiente de variacion

Se calcul6 el coeficiente de variacién expresadpogcentaje

3.4.2.4.4 Prueba de significacion

Se calculé mediante la prueba de Tukey al 5 % Iparaatamientos

3.5 SELECCION DE UN MEDIO DE CULTIVO PARA PRODUCCIO N
DE CELULASAS

3.5.1 Metodologia

Para la produccién de enzimas celulasas se refdrndentaciones sumergidas con el
Medio Mandels-Weber modificad@nexo 4) empleando los sustratos: bagazo de cafia de
maiz y aserrin de laurel pretratados a concentraside 1.5% y 2.5% como Unica fuente
de carbono.

El pretratamiento escogido fue de tipo fisico, @hlcconsistio en una molienda con un
molino de rodillos. Este pretratamiento fue rea@an la Facultad de Ingenieria Quimica

de la Escuela Politécnica Nacional.

Después de la molienda los sustratos fueron distidis en fundas de polipropileno, se
sellaron y fueron autoclavadas durante 20 minuto$22°C a 15lbs de presion y

conservadas en refrigeracion hasta el momento desu

En frascos de 500 mL de capacidad se dispensafbmR@el medio de cultivo, con cada
uno de los sustratos en sus diferentes concentescmmo fuente de carbono. Los frascos
se esterilizaron a 121°C por 20 minutos a 15lbprdsién y luego se inoculé cada frasco
con 30 mL de una suspension de esporas del hohgioliteeo seleccionado en el item
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anterior {Trichoderma atroviride.cepa T8). La cantidad de esporas por mL fue de

aproximadamente 1x%@onidias/mL.

La determinacion de la concentracion de esporasasizgd mediante un contaje de esporas
en una camara de Neubayeksxo 1). El contaje se realiz6 por triplicado para conéirque

el inéculo tenga la concentracion deseada.

La fermentacidn se realizé durante 15 dias a tesmtyo@ ambiente en frascos con agitacion

constante en un agitador orbital a 150 Kpsro 8).

Durante el proceso de fermentacion se tomaron magediarias de 4 mL de cada medio y
estas fueron centrifugadas a 3000 rpm por 15 msnpdoa obtener el sobrenadante que se

utilizé para las determinaciones de glucosa.

La determinacion de glucosa se realizé con el neetbal glucosa oxidasa-peroxidasa. El
Kit para esta determinacion fue de la casa conmle@Sys Diagnostic System y la

determinacion se realiz6 de acuerdo a las espacidices del fabricant@nexo 5)

El medio de cultivo escogido para la producciéredeimas celulasas fue aquel medio que

presenté mayor produccion de glucosa.

3.5.2 Tratamientos
e T1=Bagazo 1.5 g/dL
e T2=Bagazo 2.5 g/dL
e T3 =Aserrin 1.5 g/dL

e T4 = Aserrin 2.5 g/dL

3.5.3 Variables
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Produccion de glucosa

3.5.4 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la evaluacion de la cantigaglucosa en cada medio de cultivo se
examinaron mediante estadistica descriptiva (a&ldel media, desviacion estandar, error

estandar, intervalo de confianza, coeficiente di@gign)

Se realiz6 un analisis de variancia ADEVA para sigaificancia de 0.05. Este analisis se

proceso en el programa estadistico Infostat

3.5.4.1 Disefio experimental

Los datos obtenidos se analizaron con 3 repetisiar@ada uno de los sustratos

3.5.4.2 Esquema del ADEVA

Cuadro 2. Esquema del ADEVA en la produccion de ghosa

Fuentes de Variacion gL
Total 11
Repeticiones 2
Tratamientos 3
Error experimental 6

3.5.4.3 Coeficiente de variacion

Se calculo el coeficiente de variacion expresadpoecentaje

3.5.4.4 Prueba de significacion

Se calculé mediante la prueba de Tukey al 5 % tpat@mientos
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3.6 HIDROLISIS DE LOS SUSTRATOS (BAGAZO DE CANA DE
MAIZ Y ASERRIN DE LAUREL)

3.6.1 Metodologia

La hidrdlisis de cada sustrato se realizé utilizatal enzima celulasa producida en el
medio Mandels modificado con el sustrato y coneenin seleccionado en el item

anterior, es decir bagazo de cafia de maiz a uramiacion de 1,5 g/dL

Para efectuar la hidrdlisis se colocé en un frade®00 mL de capacidad el sustrato a
hidrolizar (bagazo o aserrin) en diferentes comeeitnes: 1.5, 2.5, y 3.5 g/dL, en relacién
a la cantidad de sobrenadante utilizado. Los feasep autoclavaron por 15 minutos a
121°C a 15 Ibs de presion.

Una vez esterilizados los frascos con los sustragosfiadid a cada uno 100 mL de

sobrenadante junto con 100 mL de buffer citmaio 10)

Los frascos fueron incubados a 40°C con una agitamnstante de 150 rpm durante siete
dias. Se tomaron muestras diarias de 3 mL y estasrf centrifugadas a 3000 rpm durante
15 minutos con el fin de obtener la solucién decgba obtenida de la hidrdlisis de la

celulosa y poder realizar la cuantificacion de giagroto 11)

3.6.2 Tratamientos
e T1=Bagazo 1.5 g/dL
e T2=Bagazo 2.5 g/dL

e T3 =Bagazo 3.5 g/dL

e T4 =Aserrin 1.5 g/dL
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e T5=Aserrin 2.5 g/dL

e T6 =Aserrin 3.5 g/dL

3.6.3 Variables

Produccion de glucosa proveniente de hidrélisibgesustratos

3.6.4 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la evaluacién de la cantigaglucosa proveniente de la hidrolisis
de la celulosa de cada sustrato se examinaron medatadistica descriptiva (célculo de
media, desviacion estandar, error estandar, iltedeaconfianza, coeficiente de variacion)

Se realiz6 un analisis de variancia ADEVA para sigaificancia de 0.05. Este analisis se

proceso en el programa estadistico Infostat

3.6.4.1 Disefio experimental

Los datos obtenidos se analizaron con 3 repetisideecada sustrato

3.6.4.2 Esquema del ADEVA de la hidrdlisis de legratos.

Cuadro 3. Esquema del ADEVA en la produccién de ghosa proveniente de la

hidrolisis del bagazo de cafia de maiz.

Fuentes de Variacion gL
Total 8
Repeticiones 2
Tratamientos 2
Error experimental 4
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3.5.5.3 Coeficiente de variacion

Se calculo el coeficiente de variacion expresadpoecentaje

3.5.5.4 Prueba de significacion

Se calculd la prueba de Tukey al 5 % para tratasen

3.7 FERMENTACION ALCOHOLICA

Se realizaron dos técnicas para la fermentaciéwmhdélca. La primera fue una

fermentacion discontinua por lotes en la cual gezdta solucién de glucosa obtenida de
la hidrdlisis de los sustratos. La segunda técuotdaada fue la llamada sacarificacion y
fermentacion simultanea (SFS) en donde en el miszaotor se coloca los sustratos a
hidrolizar, la enzima celulasa, el medio de cultde la levadura etanologénica y la

levadura.

3.7.1 Fermentacién alcohdlica por lotes

3.7.1.1 Metodologia

En primer lugar se debi6 realizar la hidrolisis asla sustrato. En el item anterior se
determind las mejores condiciones para realizénidedlisis de cada sustrato. Una vez
obtenida la solucion azucarada de cada sustraeosesuantifico y se procedio a realizar

la fermentacion alcohdlica por lote.

En vasos de Erlenmeyer de 200 mL de capacidadleedcta solucion azucarada en 4
diferentes concentraciones: 10, 13, 16, 19 % vatas cantidades de solucién estaban
proporcionadas al total del medio de fermentacid@s frascos se autoclavaron por 15

minutos a 121°C a 15 Ibs de presion.
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Una vez esterilizados los frascos con la solucircarada se afadid el medio de cultivo
para el crecimiento d8accharomyceserevisiae(anexo 6), un inéculo del 10 % de una
suspension de esporas de aproximadamente’ Espdras/mL de la levadura. El volumen

total final fue de 100 miFoto 13)

La levadura deSaccharomyceserevisiae utilizada es una cepa cervecera. Esta fue

reactivada en agar PDA durante 4 dfas 12)

La fermentacién se realizé a 35 °C en agitaciosteore a 150 rpm por 4 dias.

La cuantificacion de alcohol se determind mediamteefractobmetro en los laboratorios de
la Escuela de Quimica de la PUCE. Se establecidomaentracion de la solucion de

glucosa a la que se obtiene mayor produccion adalc

3.7.1.2 Tratamientos

Tratamiento | Porcentaje de solucion
azucarada del bagazo
de cafa de maiz

T1 10%
T2 13%
T3 16%
T4 19%

Tratamiento | Porcentaje de solucion
azucarada del aserrin

TS5 10%
T6 13%
T7 16%
T8 19%

3.7.1.3 Variables

Produccion de alcohol proveniente de la soluciomgldeosa obtenida de la hidrdlisis de
los sustratos.
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3.7.1.4 Anélisis estadistico

Los datos obtenidos de la evaluacion de la cantigadicohol proveniente de la solucion

de glucosa obtenida de la hidrélisis de los susrae examinaron mediante estadistica
descriptiva (calculo de media, desviacion estanelaor estandar, intervalo de confianza,

coeficiente de variacion)

Se realiz6 un analisis de variancia ADEVA para sigaificancia de 0.05. Este analisis se

proceso en el programa estadistico Infostat

3.7.1.4.1 Disefio experimental

Los datos obtenidos se analizaron con 3 repetisideecada sustrato

3.7.1.4.2 Esquema del ADEVA de la fermentacionhdléca por lotes de la solucion

azucarada proveniente de la hidrdlisis de los siss.

Cuadro 5. Esquema del ADEVA de la fermentacion aldwlica por lotes de la solucién
azucarada proveniente de la hidrélisis de los susttos. 2010.

Fuentes de Variacion gL
Total 11
Repeticiones 2
Tratamientos 3
Error experimental 6

3.7.1.4.3 Coeficiente de variacion

Se calculo el coeficiente de variacion expresadpoecentaje
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3.7.1.4.4 Prueba de significacion

Se calculé mediante la prueba de Tukey al 5 % tpat@mientos

3.7.2 Fermentacién alcohdlica por sacarificaciofeymentacion simultanea (SFS)

3.7.2.1 Metodologia

Se trabajo con las mejores condiciones de hidsoligiterminadas en el item 3.5. Sin
embargo, se probd varias concentraciones del cgmgplsstrato-enzima celulasa con el
medio de fermentacidn para conocer la concentradécuada de dicho complejo.

En vasos de Erlenmeyer de 200 mL de capacidadijliesigos previamente, se coloco el
sustrato a hidrolizar con la enzima y el bufferteEgomplejo fue evaluado en
concentraciones de 10, 15, 20 y 25 % v/v. en retaal volumen total del medio de

cultivo.

Se afiadié a cada Erlenmeyer el medio de cultiva phcrecimiento d&accharomyces
cerevisiaganexo 6),un inéculo del 10% de una suspension de esporaprdgimadamente

1x10 esporas/mL de la levadura. El volumen final fue.@@ mL(Foto 14)

La fermentacién se realizé a 40 °C en agitaciosteore a 150 rpm por 7 di@sto 15)

La cuantificacion de alcohol se determind mediamteefractometro en los laboratorios de
la Escuela de Quimica de la PUCE. Se estableciejar concentracion del complejo

sustrato-enzima celulasa en donde se obtiene rpayduccion de alcohol.
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3.7.2.2 Tratamientos

Porcentaje de concentracion
Tratamiento complejo enzima-sustrato
bagazo cafa de maiz
T1 10%
T2 15%
T3 20%
T4 25%
Porcentaje de concentracion
Tratamiento complejo enzima-sustrato
aserrin
T5 10%
T6 15%
T7 20%
T8 25%

3.7.2.3 Variables

Produccion de alcohol proveniente de la sacarificayg fermentacion simultanea de cada

sustrato

3.7.2.4 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de la evaluaciéon de la cantid@dalcohol proveniente de la
sacarificacion y fermentacién simultdnea de cadstraio se examinaron mediante
estadistica descriptiva (calculo de media, destwaestandar, error estandar, intervalo de

confianza, coeficiente de variacion)

Se realiz6 un analisis de variancia ADEVA para sigaificancia de 0.05. Este analisis se

proceso en el programa estadistico Infostat

3.7.2.4.1 Disefo experimental

Los datos obtenidos se analizaron con 3 repetisideecada sustrato
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3.7.2.4.2 Esquema del ADEVA de la fermentacion héllica por sacarificacion vy
fermentacion simultanea a partir los sustratos.

Cuadro 7. Esquema del ADEVA de la fermentacion aldwlica por sacarificacion y

fermentacién simultdnea de los sustratos. 2010.

Fuentes de Variacion gL
Total 11
Repeticiones 2
Tratamientos 3
Error experimental 6

3.7.2.4.3 Coeficiente de variacion

Se calculo el coeficiente de variacion expresadpoecentaje

3.7.2.4.4 Prueba de significacion

Se calculé mediante la prueba de Tukey al 5 % tpat@mientos
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 REACTIVACION DE CEPAS DE HONGOS CELULOLITICOS.

Se reactivo cepas de hongos celuliticos que estbanngelacion. Las cepas reactivadas

fueron:

» Trichoderma spp
0 Trichoderma virensT1
o Trichoderma virensT3
o Trichoderma harzianunT4
o Trichoderma harzianumrs
0 Trichoderma aureovirideT6
o Trichoderma sppT7
0 Trichoderma atrovirideT8
o Trichoderma inhamatunT10
0 Trichoderma hamatunT11
o Trichoderma hamatunT12

* Aspergillus
o Aspergillus sporocarpi@37-40
o Aspergillus versicolob38-041
o Aspergillus spp130-60

» Penicillium janthinelluml30-60

e Fusarium spp527-029
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Trichoderma sppT2 y T9 no fue posible reactivarlas.

4.2 SELECCION DE CEPA CELULOLITICA

4.2.1 Preseleccion de cepas celuloliticas (Evalraciualitativa)

Las cepas preseleccionadas de acuerdo al crecomyedegradacion del papel filtro en

medio minimo Czapeck fueron las siguientes:

* Trichoderma aureovirideT6

» Trichoderma spg@7

» Trichoderma atrovirider8

» Trichoderma hamatunil2

» Aspergillus sporocarpi@37-40

* Aspergillus spp130-60
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Cuadro 9. Resultados de la evaluacion cualitativaedla degradaciéon del papel filtro de

las cepas de hongos celuloliticos evaluados. 2010.

Degradacion del papel filtro
Cepa Dia5 | Dia10 | Dia 15 | Dia 20

Trichoderma virensT1 SC + + +
Trichoderma harzianuni'3 SC SC SC SC
Trichodermaharzianum T4 + + + +
Trichodermaharzianum.T5 SC SC SC SC
Trichodermaaureoviride T6 + +4+ +++ +++
Trichodermaspp T7 + ++ +++ +++
Trichodermaatroviride. T8 + ++ +++ +++
TrichodermanhamatumT10 SC + + +
TrichodermahamatumT11 + + + +
TrichodermahamatumT12 + + ++ ++
Penicilliumjanthinellum130-60| + + + +
Fusariumspp 527-029 SC + + +
Aspergillus sporocarpiad37-40 + + +4+ ++
Aspergillus versicolor538-041 SC SC SC SC
Aspergillus spp 130-60 + +4+ +4++ +++

SC: sin crecimiento

4.2.2 Seleccidon de cepas celuloliticas por difeieede peso de papel filtro.

La diferencia de peso del papel filtro, después dés de incubacion a bafio Maria de las

cepas evaluadas se presentan en el cuadro 10
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Cuadro 10. Evaluacién de perdida de peso de papdltifo de las cepas evaluadas.

2010.
Peso Seco de Papel Promedio de
filtro Diferencia | diferencia de
Cepa |Repeticiones| Antes Después de peso pesos (gr.)
Control R1 0,1125 0,1121 0,0003
R2 0,1095 0,1093 0,0002 0,00023
R3 0,1086 0,1084 0,0002
T6 R1 0,1084 0,0999 0,0085
R2 0,1122 0,1038 0,0084 0,0084
R3 0,11 0,1018 0,0082
T7 R1 0,109 0,1033 0,0057
R2 0,1079 0,1019 0,006 0,0059
R3 0,1075 0,1016 0,0059
T8 R1 0,1091 0,0952 0,0139
R2 0,1082 0,0939 0,0143 0,014
R3 0,1077 0,094 0,0137
T12 R1 0,1158 0,1103 0,0055
R2 0,1042 0,0994 0,0048 0,005
R3 0,1054 0,1006 0,0048
130-60 R1 0,1082 0,0982 0,01
R2 0,1075 0,0979 0,0096 0,0099
R3 0,1098 0,0997 0,0101
437-40 R1 0,1043 0,098 0,0063
R2 0,1123 0,1055 0,0068 0,0066
R3 0,1126 0,1059 0,0067

Gréfico 1. Diferencia de pesos del papel filtro lagda con cada cepa evaluada. 2010.
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Cuadro 11. Analisis de varianza para la diferenciale pesos del papel filtro. 2010.

Fuentes de Variacion| gL CM

Total 17

Repeticiones 2 14

Tratamientos 5 3R

Error experimental 10 8,6
Promedio 0,0083
CV (%) 3,54

En el andlisis de varianza de la diferencia de pes@apel filtro (cuadro 11), se observo

que hay alta significacion estadistica para tragatos y no significacion para repeticiones.

El promedio general fue de 0.0083 gramos y un ciegie de variacion de 3.54 % que es

aceptable para este tipo de experimentos.

Cuadro 12. Prueba de Tukey al 5 % para la diferen@ de pesos del papel filtro. 2010.

Tratamientos Descripcién Rango

Tto. 1 Cepd 6 Trichoderma aureoviride. 0,0084 C

Tto. 2 Cepa T7richoderma spp. 0,0059 d
Tto. 3 Cepa T8richoderma atroviride. 0,0140 a

Tto. 4 Cepa T1drichoderma hamatum. 0,0050 e
Tto. 5 Cepa 130-68spergillus spp. 0,0099 b

Tto. 6 Cepa 437-4Bspergillus sporocarpia | 0,0066 d
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Mediante la prueba de Tukey al 5% se eligid la cgpa tiene mayor capacidad de

degradar el papel filtro, es decir la mayor capatide reducir el peso del papel filtro.

En el cuadro 12 al realizar la prueba de Tukey &b5e observa cinco rangos de
significacién ubicandose en el primer rango ekliraento 3 que corresponde a la cepa de
Trichoderma atrovirideT8 con un promedio de 0.0140 gr., en el segundgoraal
tratamiento 5 que corresponde a la cepAsigergillusspp 130-60, en el tercer rango al
tratamiento 1 que corresponde a la cep@rdgodermaaureovirideT6, en el cuarto rango

al tratamiento 2 y el tratamiento 6 que correspamdi@ cepa ddrichodermaspp T7 y
Aspergillus sporocarpia 437-40 respectivamente, y en el quinto y ultimoagm al

tratamiento 4 que corresponde a la ceparddnodermahamatumr12

De acuerdo a la prueba de Tukey al 5% la cepa TBrideodermaatroviride es la que
presenta mejor capacidad de degradar el papeal, fifior lo que es esta cepa la que se

selecciond para la produccion de enzimas celulasas.

4.3 SELECCION DE UN MEDIO DE CULTIVO PARA PRODUCCIO N
DE ENZIMAS CELULASAS EN BASE A LA CANTIDAD DE
GLUCOSA PRODUCIDA.

La seleccion del sustrato apropiado a la concadtraamdecuada se baso en la produccion
de glucosa liberada en cada uno de los 15 diasaurel se llevé a cabo la fermentacion.

En el cuadro 13 se presenta la cantidad de glddmada en cada sustrato evaluado. Se

muestran Unicamente el promedio de las tres répeds.
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Cuadro 13. Cuantificacion de glucosa en los medievaluados. 2010.

Promedio glucosa en mg/dL

Dia Bagazo 1,5 % | Bagazo 2,5 % Aserrin 1,5 % | Aserrin 2,5 %
0 0,1313 0 0 0
1 0,387 0,129 0,1307 0,1307
2 0,5227 0,2613 0,386 0,5147
5 1,307 0,392 0,5107 0,766
6 1,923 0,641 0,5163 0,9043
7 2,4267 0,766 0,775 1,163
8 3,23 1,0337 0,9077 1,2967
9 4,0053 1,421 1,158 1,4153

12 4,8903 1,93 1,3943 2,0277
13 4,8553 2,0993 1,41 2,436
14 4,6873 2,2137 1,158 2,317
15 4,1503 2,205 1,0373 2,205
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Grafico 2. Produccién de glucosa a partir de los €irentes sustratos utilizados en el
medio Mandels modificado. 2010
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Cuadro 14. Analisis de varianza para la producciéme glucosa. 2010.

Fuepte_s, de oL M

Variacion dia5 | dia6 | dia7 dia8|dia9 | dia12dia 13|dia 14 | dia 15
Total 11
Repeticiones 2 001 00 001 ODP5 0PI 009 0,02,010 0,09
Tratamientos 3] 05 122 185 355 541 7/47 683676, 5
Error experimenta| 6 0,03 0,08 0,01 0,05 0,05 0,0Q04 0,06 0,04

Promedio 0,74 1| 1,282,617 1,999| 2,56 | 2,681 2,594 | 2,399

CV (%) 23 18,3| 8,62 13,8710,69| 5556 | 7,9 9,72 | 8,14

En el analisis de varianza de la produccion decglagcuadro 14), se observo que hay alta
significacién estadistica para tratamientos y gaifcacion para repeticiones en todos los
dias medidos. Los dias 0 al 4 no se tomaron entauwbido a que la produccion de

glucosa fue demasiado baja.
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El promedio de la produccion de glucosa del diao® ©.74 mg/dL fue el mas bajo,
mientras que el dia con mayor promedio de producd® glucosa fue el dia 13 con
2.681mg/dL. Sin embargo los dias 12 y 14 muestmanilases cantidades de glucosa
producida: 2.56 mg/dL y 2.594 mg/dL respectivamenftedos los coeficientes de

variacion son aceptables para este tipo de ensayos.

Cuadro 15. Prueba de Tukey al 5 % para la produccid de glucosa. 2010.

RANGOS
Tto. |DESCRIPCION | dia5 dia 6 dia 7 dia 8 dia 9
1 |Bagazo1l.5g/dly 1,3k 192a |243a 3,23a [4,01a
2 |Bagazo25g/dLl 0,39 b|0,64 b|0,77 cl1,03 b|1l42 b
3 |Aserrin1.5g/dL| 0,51 b|052 b|0,78 c|091 b|1,16 b
4 |Aserrin2.5g/dL 0,77 b| 09 Db|1,16 b 1,3 bj142 b

Cuadro 16. Prueba de Tukey al 5 % para la produccid de glucosa. 2010.

RANGOS
Tto. | DESCRIPCION dia 12 dia 13 dia 14 dia 15
Bagazo 1.5 g/dl 4,8% 4,86 a 4,69 a 4,15 a
Bagazo2.5¢g/dy 193 b 2,02 b (221 b (221 b
Aserrin 1.5 g/dL| 1,39 cl|1,41 c|1,16 c|1,04 C
Aserrin2.5g/dL|2,03 b (244 b (232 b (221 b

Mediante la prueba de Tukey al 5% se eligié el maglie libera mayor cantidad de

glucosa, es decir el mejor medio para la producd@las enzimas celulasas.
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En los cuadros 15 y 16 se muestran los promedia®dies los dias de la cantidad de

glucosa producida en cada tratamiento, asi com@iaggps de significacion de cada dia.

De acuerdo a la prueba de Tukey al 5% el tratamigrimedio Mandels modificado con
aserrin 1.5 g/dL) presenta menor produccién deoghicy este comportamiento se observa
en todos los dias de la fermentacion, con el piés atto en el dia 13 con un promedio de
1.41 mg/dL.

El tratamiento 1 (medio Mandels modificado con lzaga.5g/dL) se ubica en el primer
rango de significacion en todos los dias que dezéda determinacion, es decir presenta la
mayor produccion de glucosa, llegando a su maxindia 12 con un promedio de
4.89mg/dL; por lo tanto para la produccién de emzntelulasas se realizé una
fermentacion sumergida con el medio Mandels maatificcon bagazo a 1.5g/dL como

Unica fuente de carbono durante 12 dias.

4.4 HIDROLISIS DE LOS SUSTRATOS (BAGAZO DE CANA DE
MAIZ Y ASERRIN DE LAUREL)

Se realiz6 la hidrélisis de cada sustrato con lanea celulasa producida. Para conocer el
tiempo y la concentracién de sustrato apropiada paa mayor producciéon de glucosa se

realizaron fermentaciones con diferentes conceanttas de sustrato.

En el cuadro 17 se presenta la cantidad de gluitmsada a partir de la degradacion de la

celulosa del bagazo de cafia de maiz. Se muegtraneédio de las tres repeticiones.
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Cuadro 17. Promedio de la cantidad de glucosa libada a partir de la hidrdlisis de la

celulosa del bagazo de cafia de maiz. 2010.

Promedio de glucosa en mg/dL
Dia Bagazo 1,5 %| Bagazo2,5% Bagazo 3,5 %
0 0 0 0,126
1 44,961 29,845 20,026
2 111,932 51,751 37,873
3 167,557 87,023 62,85
4 177,207 97,76 75,099
5 173,541 103,632 80,285
6 171,647 104,214 76,501
7 172,329 105,534 77,091

De acuerdo a la mayor cantidad de glucosa libeeadal medio por la degradacién de la

celulosa se eligié la concentracion y tiempo adécsgara la hidrélisis éptima.
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Grafico 3. Produccién de glucosa proveniente de hidllisis de la celulosa del bagazo
de cafia de maiz. 2010
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Cuadro 18. Analisis de varianza para la producciéme glucosa proveniente de la
hidrodlisis de la celulosa del bagazo de cafia de ma2010.

CM
Fuentes de
Variaciéon gL |dial dia 2 dia 3 dia4 dia b dia 6 dia7
Total 8
Repeticiones 2 0,47 0,2 0,17 2,56 0,12 1,49 1,61
Tratamientos 2| 473,341649,62 9028,2 8589,39 7064,49 7184,077170,44
Error experimenta| 4 0,47 0,86 0,5 0,95 1,28 0,16 0,24
Promedio 31,61 67,185 105,743 116,621 119,152117,454 118,318
CV (%) 2,16 1,38 0,67, 0,83 0,95 0,34 041

En el andlisis de varianza de la produccion deoglagproveniente de la hidrolisis del
bagazo de maiz, que se muestra en el cuadro Idhseevo que hay alta significacion
estadistica para tratamientos y no significacidadistica para repeticiones en todos los
dias. El dia 0 no se tomé en cuenta debido a quethiccion de glucosa fue de 0 mg/dL.
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El promedio de la produccion de glucosa del diaoh, 31.61 mg/dL, fue el mas bajo,
mientras que el dia con mayor promedio de prodaatgglucosa fue el dia 5 con 119.152
mg/dL. Todos los coeficientes de variacion obtemidon aceptables para este tipo de

experimentos.

Cuadro 19. Prueba de Tukey al 5 % para la produccid de glucosa proveniente de

hidrolisis de la celulosa del bagazo de cafia de ma2010.

RANGOS
Tto. | DESCRIPCION dial dia 2 dia 3 dia 4
1 |Bagazo 1.5¢g/dL| 44,96 111,93a 167,56 a 177,01 a
2 |Bagazo2.5g/dL| 29,85 b 51,75 b 86,82 b 97,76 b
3 |Bagazo 3.5¢g/dL| 20,03 c| 37,87 c 62,85 c 75,1 c

Cuadro 20. Prueba de Tukey al 5 % para la produccid de glucosa proveniente de

hidrolisis de la celulosa del bagazo de cafia de rma2010

RANGOS

Tto. | DESCRIPCION dia b dia 6 dia 7

1 Bagazo 1.5 g/dL 173,54 a 171,65 a 172,33 a

2 Bagazo 2.5 g/dL 103,63 b| 104,21 b | 105,53 b

3 Bagazo 3.5 g/dL 80,29 c76,5 cl 77,09 Cl

Mediante la prueba de Tukey al 5% se eligié ehtriénto que libera mayor cantidad de

glucosa a partir de la hidrdlisis de la celulosidbdgazo de cafia de maiz.

En los cuadros 19 y 20 se muestran los promedida dantidad de glucosa producida en

cada tratamiento, asi como los rangos de signifinate cada dia.
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De acuerdo a la prueba de Tukey al 5% el tratamigff 1, que consiste la hidrélisis con
la enzima celulasa y el bagazo de cafia de maia aantentracion de 1.5 g/dL) en el dia 4
muestra la mayor produccion de glucosa; por lomgpara la hidrélisis del bagazo de cafa
de maiz se realiz6 utilizando una concentracioh.8e/dL durante 4 dias.

En el cuadro 21 se presenta la cantidad de gllib@sada a paratir de la degradacion de la

celulosa del aserrin de laurel. Se muestra el pdarde las tres repeticiones.

Cuadro 21. Promedio de la cantidad de glucosa libada a partir de la hidrdlisis de la

celulosa del aserrin de laurel. 2010.

Promedio de glucosa en mg/dL
Dia Aserrin 1,5 % | Aserrin 2,5 % | Aserrin 3,5 %
0 0 0 0
1 6,847 11,628 2,972
4 76,005 113,619 55,123
5 82,231 113,748 81,323
6 80,608 112,041 80,101
7 83,075 113,178 79,586
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Gréfico 4. Produccion de glucosa proveniente de hidlisis de la celulosa del aserrin
de laurel. 2010.
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Cuadro 22. Analisis de varianza para la producciéme glucosa proveniente de la

hidrélisis del aserrin de laurel. 2010.

CM
Fuentes de
Variacion gL |dial|dia4 dia5 dia6 | dia7
Total 8
Repeticiones 2 0,02 0,96 3,5/ 0,59 1,07
Tratamientos 2 56,422636,27 1022,79 1004,2 1023,41
Error experimental] 4 0,42 1,01 0,65 0,76 0,72

Promedio 7,149 81,582 92,434 90,916 91,946

CV (%) 9,02 1,23 0,87, 0,96 0,92

En el andlisis de varianza de la produccion deogaqroveniente de la hidrolisis del
aserrin (cuadro 22), se observo que hay alta ggnibn estadistica para tratamientos y no
significacién para repeticiones en todos los dislia 0 no se tom6 en cuenta debido a
gue la produccién de glucosa fue de 0 mg/dL.
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El promedio de la produccion de glucosa del diaoh, 7.149 mg/dL, fue el mas bajo,
mientras que el dia con mayor promedio de prodanagéglucosa fue el dia 5 con 92.434
mg/dL. Todos los coeficientes de variacion obtemidon aceptables para este tipo de

experimentos.

Cuadro 23. Prueba de Tukey al 5 % para la produccio de glucosa proveniente de

hidrolisis de la celulosa del aserrin. 2010

RANGOS
Tto | DESCRIPCION dial dia4 diab dia 6 dia7
4 | Aserrinl1.5¢g/dL| 6,85 b 76,01 b 82,23 b| 80,61 b| 83,07 b
5 | Aserrin 2.5 g/dL| 11,63 113,62a 113,75a 112,04 a 113,18a
6 | Aserrin 3.5 g/dL| 2,97 c| 5512 c| 81,32 b 80,1 b| 79,59 o

Mediante la prueba de Tukey al 5% se eligié ehtri¢nto que libera mayor cantidad de

glucosa a partir de la hidrdlisis de la celuloseaderrin de laurel.

En el cuadro 23 se observa que el tratamiento $ (hGestra la produccion mas baja de
glucosa, aunque los datos no son muy alejadosadahtiento 4 (T4), especialmente en los
dias 5y 6.

De acuerdo a la prueba de Tukey al 5% el tratamigrfT5, que consiste la hidrdlisis con
la enzima celulasa y el aserrin de laurel a unaardracion de 2.5 g/dL) muestra mayor
produccion de glucosa, asi también se observa guel elia 5 se obtiene la mayor
produccion de glucosa; por lo que para la hid®ldel aserrin de laurel se realiz6 a una

concentracién de 2.5 g/dL durante 5 dias.
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4.5 FERMENTACION ALCOHOLICA

4.5.1 Fermentacion alcohdlica por lotes

Se realizo la fermentacion alcohdlica con la sdinGzucarada liberada de la hidrolisis de
cada sustrato con la enzima celulasa producidaa Baterminar el tiempo y la
concentracion de la solucién azucarada apropiadaypen mayor produccion de alcohol se

realizaron fermentaciones con diferentes conceaptras de la solucion azucarada.

Por la mayor concentracion de alcohol en el mestialeterminé el tiempo y concentracion

optima de fermentacion.

En el cuadro 24 se presenta el porcentaje de dlcpramlucido, medido con un
refractdmetro, de las soluciones azucaradas olatelada hidrolisis del bagazo de cafia de

maiz.

Cuadro 24. Resultado del porcentaje de alcohol pradtido a partir de la solucion
azucarada obtenida de la hidrdlisis del bagazo deiia de maiz. 2010.

Concentrgcién Porcentaje de alcohol
aiﬂ'é‘;:gg , | Da0 | Dial| Dia2| Dia3| Dia4
10% 0,7 3,7 5,4 6,3 6
13% 0,7 3,6 5,3 6 5,9
16% 0,5 3,3 5 5,6 55
19% 0,8 2,4 4,4 5,4 5,2
Control 1: Sin
levadura 0,7 1,1 1 1,4 1,5
Control 2: HO 0,2 0,2 0,3 0,2 0,4
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Grafico 5. Produccién de alcohol obtenido de la fenentaciéon por lotes de la solucién

azucarada del bagazo de cafia de maiz. 2010.
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Cuadro 25. Analisis de varianza para la fermentacid alcohdlica por lotes de la

solucion azucarada proveniente de la hidrdlisis dddagazo de cafia de maiz. 2010.

Fuentes de CM

Variacion gL| dia0 | dial| dia2| dia3 dia4
Total 11
Repeticiones 20,0025 0 0/ 0,01 0
Tratamientos 8 0,04 1 0,6/ 0,49 041
Error experimental 00,0014 0,0044 0,0022 0,0042 0,0044

Promedio 0,675 3,25 55,8225 5,675

CV (%) 552 2,05 094 1,11 1,17

En el analisis de varianza de la produccion deoktarpartir de la solucién azucarada
proveniente de la hidrolisis del bagazo de cafimdiz, se observo que hay significacion
estadistica para tratamientos y no significaciGadistica para repeticiones en todos los

dias.
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El promedio general del dia O fue de 0.675% dehallcdEl dia de mayor rendimiento fue
el dia 3 con un promedio general de 5.82% de alcdlus coeficientes de variacion

obtenidos son aceptables para este tipo de ensayos.

Cuadro 26. Prueba de Tukey al 5 % para la produccid de etanol a partir de una

fermentacion alcohdlica por lotes de la solucién azarada del bagazo de cafa de

maiz. 2010
RANGOS
Tto | Descripcién dia 0 dial dia 2 dia 3 dia 4
solucion
1 10% 0,67 b 3,73a 5,33 a 6,33a 6,07 a
solucion
2 13% 0,7 b 3,57 a 53 a 593 b 587 b
solucion
3 16% 0,53 c|327 b 5 b 5,63 c 5,53 c
solucién
4 19% 0,8 a 2,43 c| 4,37 c| 54 d| 5,23 d

Mediante la prueba de Tukey al 5% se eligié ehtri¢nto que libera mayor cantidad de

etanol a partir de la fermentacion alcohdlica ptes del bagazo de cafa de maiz.

En el cuadro 26, al realizar la prueba de Tukey % para tratamientos se observo tres
rangos de significacion para los dias 0, 1 y 2;nimés que existen 4 rangos de

significacion para los dias 3y 4.

De acuerdo a la prueba de Tukey al 5% el tratami&n{T1), es decir la fermentacion
alcoholica con la solucion azucarada provenientéadadrolisis del bagazo de cafa de
maiz al 10% presenta mayor produccion de etanoknmid se observa que la mayor

produccion de alcohol se da en el dia 3.

El tratamiento que produjo menor cantidad de alcéi el tratamiento 4 (T4), con un

maximo de concentracion de alcohol de 5.4 %.
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En el cuadro 27 se presenta el porcentaje de dlcptumlucido, medido con un

refractdmetro, de las solucidon azucarada obtereda Hidrolisis del aserrin de laurel.

Cuadro 27. Porcentaje de alcohol producido a partide la solucién azucarada
obtenida de la hidrdlisis del aserrin. 2010.

Concentrgcién Porcentaje de alcohol
aiﬂ'é‘;gg , | Dla0 | Dia1l| Dia2| Dia3| Dia4
10% 0,5 1,8 2,6 3,7 3,6
13% 0,6 2 2,6 3,9 3,6
16% 0,5 1,8 2,6 3,5 3,3
19% 0,6 1,5 2,4 3,5 3,4
Control 1: Sin
levadura 0,7 1,1 1 1,4 1,5
Control 2: HO 0,2 0,2 0,3 0,2 0,4

Grafico 6. Produccién de alcohol obtenido de la fenentacion por lotes de la solucion

azucarada del aserrin de laurel. 2010.
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Cuadro 28. Analisis de varianza para la fermentacid alcohdlica por lotes de la

solucién azucarada proveniente de la hidrélisis delserrin. 2010.

Fuentes de CM
Variacion gL| dia0| dial| dia2| dia3 dia4
Total 11
Repeticiones 20,0083 0,01 00,0033 0,0025
Tratamientos 8 0,02 0,16 0,03 0,12 0,07
Error experimental 50,0019 0,0036 0,0022 0,0011] 0,0025
Promedio 0,56p 1,785 2,55| 3,635 3,497
CV (%) 7,74 3,37/ 1,85 0,92] 1,43

En el analisis de varianza de la produccion deoétanpartir de la solucion azucarada

proveniente de la hidrolisis aserrin, se observé hay significacion estadistica para

tratamientos y no significacion estadistica papetieiones en todos los dias.

El promedio general del dia O fue de 0.565% dehalcdel dia de mayor rendimiento es el

dia 3 con un promedio general de 3.635 % de alc@®wbbserva que el dia 4 existe una

ligera reduccion en la concentracion de alcohol agorpromedio de 3.497%. Todos los

coeficientes de variacion obtenidos son aceptaales este tipo de experimentos.

Cuadro 29. Prueba de Tukey al 5 % para la produccio de etanol a partir de una

fermentacion alcohdlica por lotes de la solucién azarada del aserrin. 2010

RANGOS
Tto. | DESCRIPCION dia O dial dia 2 dia 3 dia 4
5 solucién 10% 05 b|1,77 b 26a |367 b |363a
6 solucion 13% 0,6 |2,07 a 2,63 a 3,9 a 3,63 a
7 solucién 16% 05 b| 1,8 b [257a 3,5 c|333 b
8 solucién 19% 0,63 1,5 cl 2,4 b|3,47 cl 34 b

Mediante la prueba de Tukey al 5% se eligié ehtri¢nto que libera mayor cantidad de

etanol a partir de la fermentacion alcohdlica ptes del bagazo de cafia de maiz.
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De acuerdo a la prueba de Tukey al 5% el tratamién{T6), es decir la fermentacion
alcoholica con la solucién azucarada provenientelad@idrolisis del aserrin al 13%
presenta mayor produccion de etanol. Ademas la magaluccion de alcohol se da en el
dia 3.

El tratamiento que produjo menor cantidad de alcéi el tratamiento 8 (T8), con un

maximo de concentracion de alcohol de 3.47 %.

4.5.2 Fermentacion alcohdlica por Sacarificaciéfegmentacion simultanea (SFS)

Se realizé la fermentacion alcohdlica por medio ldetécnica de sacarificacion y
fermentacion simultanea con la enzima celulasaymidd. Para determinar el tiempo y la
concentracion del complejo sustrato-enzima celulapaopiados para una mayor
produccion de alcohol se realizé fermentacionesdif@rentes concentraciones de dicho

complejo.

Por la mayor concentracion de alcohol en el mestialeterminé el tiempo y concentracion

optimo de fermentacion.

En el cuadro 30 se presenta el porcentaje de dlcpiomlucido, medido con un
refractdmetro, mediante sacarificacion y fermedagimultanea del bagazo de cafia de

maiz.
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Cuadro 30. Resultado del promedio del porcentaje dalcohol producido a partir de

sacarificacion y fermentacion simultanea del bagazde cafa de maiz. 2010.

Concentrqcién Porcentaje de alcohol

Susfg;‘leﬂlgima Dia0 | Dial| Dia2| Dia3| Dia4| Dia7
10% 0,2 2,2 57 6,6 7,8 7,6
15% 0,3 2,5 5,6 6,8 8,2 8,1
20% 0,3 2,5 6,1 7,2 8,5 8,3
25% 0,3 2,4 5,7 7 7,3 7

Control 1: Sin

levadura 0,2 04 0,7 0,5 0,7 0,9

Control 2: HO -0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,3

Grafico 7. Produccion de alcohol obtenido de la sadficacion y fermentacion

simultanea del bagazo de cafia de maiz. 2010.

Porcentaje de alcohol obtenido de la
SFS del bagazo

10
E
E ] — W 10%complejo enzima-
[ sustrato
% =
g B 15% complejo enzima-
2 4 sustrato
=
g 2 20% complejo enzima-
£ sustrato

B 25% complejo enzima-

0 1 2 3 4 i sustrato

Dias de fermentacion

1



Cuadro 31. Andlisis de varianza para la obtenciéne@ alcohol por sacarificacién y

En el andlisis de varianza de la produccion deoktaroveniente de la sacarificacion y
fermentacion simultanea del bagazo de cafia de maippservd que hay significacion

estadistica para tratamientos y no significaciGadistica para repeticiones en todos los

fermentacion simultanea del bagazo de cafia de ma2010.

Fuentes de CM
Variacion gL| dia0 | dial| dia2| dia3 dia4 | dia7
Total 11
Repeticiones 20,00083 0,0025 0,00083 0,01| 0,0025 0,01
Tratamientos 3 0,01 0,07 0,13} 0,19] 0,65 0,85
Error experimental 6 0,0042/0,0025 0,0019 0,01} 0,0047 0,01
Promedio 0,26782,4025 5,76 6,9 7,925 7,725
CV (%) 24,21 2,08 0,77/ 1,43 0,87 1,12

dias.

El promedio general del dia 0 fue de 0.267% dehalcdl promedio del dia 4 fue el mas
alto, con una concentracion de 7.925 % de alcdbholel dia 7 existe una reduccion en la

concentracion de alcohol con un promedio generdl 125% de alcohol.

Cuadro 32. Prueba de Tukey al 5 % para la produccid de etanol a partir de

sacarificacion y fermentacion simultanea del bagazde cafia de maiz. 2010

RANGOS

Tto [ DESCRIPCION | dia 0 dia 1 dia 2 dia 3 dia 4 dia 7
10% complejo

1 |enzima-sustrato| 0,2 | 2,17 b| 57 b| 6,63 c 7,8 C 76 b
15% complejo

2 |enzima-sustrato| 0,3 | 2,5a 56 b| 6,77 b 8,17 b 8,03 &
20% complejo

3 |enzima-sustrato| 0,&| 2,47 a 6,07 a 7,2 a 8,4 a 8,23 a
25% complejo

4 |enzima-sustrato| 0,&| 2,47 a 567 b 7 a 7,33 d| 7,03

Mediante la prueba de Tukey al 5% se eligié ehtri¢énto que libera mayor cantidad de

etanol a partir de la sacarificacion y fermentaainultanea del bagazo de cafia de maiz.
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De acuerdo a la prueba de Tukey al 5% el tratami8n({T3), es decir la sacarificacion y
fermentacion simultdnea con el complejo bagazoremzn un 20% siempre esta en el
primer rango y presenta mayor produccion de etakademas se concluye que la mayor

produccion de alcohol se da en el dia 4, con umedio de alcohol de 8.4%

En el cuadro 33 se presenta el porcentaje de dlcptamlucido, medido con un

refractdmetro, mediante sacarificacion y fermeidiasimultanea del aserrin de laurel.

Cuadro 33. Resultado del promedio del porcentaje dalcohol producido a partir de

sacarificacion y fermentacién simultanea del asemi. 2010.

Concentrqcién Porcentaje de alcohol

Susfggfﬂlgima Dia0| Dial | Dia2| Dia3| Dia4| Dia7
10% 0,2 1,3 2,5 3,5 4,2 4
15% 0,3 1 2,7 3,4 4 3,5
20% 0,4 1 2,7 3,6 4,4 4,1
25% 0,4 1,1 2,3 3,5 4,2 4

Control 1: Sin

levadura 0,2 0,4 0,7 0,5 0,7 0,9

Control 2: HO -0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,3

Gréfico 8. Produccion de alcohol obtenido de la sadficacion y fermentacion

simultanea del aserrin de laurel. 2010.
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Cuadro 34. Andlisis de varianza para la obtenciéne@l alcohol por sacarificacion y

fermentacion simultanea del aserrin de laurel. 2010

Fuentes de CM
Variacion gL| dia0 | dial | dia2| dia3| dia4 dia7
Total 11
Repeticiones 0,00083 0,00083 0,01]0,000830,0033 0,00083
Tratamientos 8 0,02 0,05 0,09 0,01, 0,11 0,24
Error experimental 50,00083 0,0019 0,0031/0,00083 0,01| 0,0031
Promedio 0,316f7 1,083 2,575 3,508 4,217 3,892
CV (%) 9,12 4,07| 2,15 0,82| 1,77 1,42

En el andlisis de varianza de la produccion deottaroveniente de la sacarificacion y
fermentacion simultanea del aserrin, se observo hgye significacion estadistica para

tratamientos y no significacion estadistica papetieiones en todos los dias.

El promedio general del dia O fue de 0.3167 % dehall. EI promedio del dia 4 fue el mas
alto, con una concentracion de 4.217 % de alcdlosl.coeficientes de variacion obtenidos

son aceptables para este tipo de experimentos.

Cuadro 35. Prueba de Tukey al 5 % para la produccid de etanol a partir de

sacarificacion y fermentacién simultanea del asemi. 2010

RANGOS

Tto | DESCRIPCION dia 0 dial dia 2 dia 3 dia 4 dia7
10% complejo

5 | enzima-sustratqg 0,2 c| 1,27 s 25 b| 35 b |4,17 b 403 a
15% complejo

6 | enzima-sustratq 0,3 b 1 b 2,7 @ 343 b 4 c| 347 b
20% complejo

7 | enzima-sustratg 0,4 0,97 c| 2,738 3,6 a 4,47 a 4,07 a
25% complejo

8 | enzima-sustratg 0,4 11 b 237 b| 35 b |4,23 b 4 a

Mediante la prueba de Tukey al 5% se eligié ehtri¢énto que libera mayor cantidad de

etanol a partir de la sacarificacion y fermentadibnultanea del aserrin.
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Al realizar la prueba de Tukey al 5 % para tratamae se observa que el tratamiento 7
(T7) esta en el primer rango a partir del dia 2eynmgntienen asi hasta el final de la
fermentacion. El dia de mayor concentracion dehalctue el dia 4 con un promedio de
alcohol de 4.47 %.
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CONCLUSIONES

La mayoria de cepas d&richoderma que se almacenan en el cepario del

laboratorio de Microbiologia Agricola tienen alguawividad celulolitica.

De acuerdo a las evaluaciones realizadas sobré¢ ffape se encontré que la cepa
Trichoderma atrovirideT8 presenta mayor actividad celulolitica que lmasocepas

probadas del laboratorio.

Los residuos agroindustriales, como el bagazo fia da maiz y aserrin de laurel,
pueden ser utilizados como sustrato en los mediosullivo para el desarrollo de
hongos celuloliticos asi como para la produccidlustrial de enzimas celulasas.

Para poder utilizar residuos agroindustriales essezio realizar un pretratamiento.
El pretratamiento fisico de tipo molienda utilizag® un tratamiento relativamente

econdmico y de un bajo impacto ambiental.

El bagazo de cafia de maiz a una concentracionsdg/dL resultd ser la mejor

concentracion para la produccion de enzimas celslas

El tiempo Optimo para la produccion de enzimaslashs a partir de la cepa

Trichoderma atroviridel'8 es de 12 dias.

Trichodermaes el hongo mas utilizado para la produccion démeas celulasas por
su mayor produccion del complejo enzimatico y pas srequerimientos

nutricionales no exigentes.

El tiempo y concentracion de los sustratos pareespectiva hidrolisis enzimatica
varia con cada sustrato, siendo 4 dias a una doaceém de 1.5 g/dL para el
bagazo de cafia de maiz y 5 dias a una concentieidrd g/dL para el aserrin de

laurel, y se obtiene mayor cantidad de glucosata pal bagazo de cafia de maiz.

Es posible hidrolizar el bagazo de cafia de mageyria de laurel para la obtencion
de azucares fermentables usando las enzimas esuytesducidas por cepas de

Trichodermapara luego obtener bioetanol mediante una ferm@ématcohdlica.
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* Los dos métodos usados para la obtencion de altodi@n exitosos, sin embargo
por medio de la sacarificacion y fermentacion sttméa se obtuvo mayor

produccion.

« Al final de la fermentacion, a medida que se aumehtiempo de la fermentacion
alcohdlica, el etanol disminuye su concentraci@to gosiblemente se debe a la

evaporacion del alcohol.

» Este tipo de estudios para la obtencién de energifmvables son importantes para
el pais, pues en Ecuador se generan grandes atida residuos agroindustriales
que podrian utilizarse para este objetivo a fin réducir el consumo de
combustibles fosiles y generar menor contaminaaibiental. Otros paises de la

region estdn mas desarrollados en este tema.
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RECOMENDACIONES

En este estudio se utilizd la mejor cepa celut@itjue existe en el laboratorio de
Microbiologia Agricola, sin embargo no significaeqesta sea la cepa mas
adecuada para una abundante produccién de enziehdasas. Se puede aislar
cepas celuloliticas de diferentes ecosistemas cesnetos de bosques, abonos,
hojarascas, etc. las cuales podrian producir esziogdulasas de una calidad

superior a las celulasas usadas en este trabajo.

Debido a que el tamafio de particula del sustralaym en la produccion de
enzimas celulasas e hidrdlisis enzimatica, se delagrar un tamafo de particula
menor a la que se usé en este trabajo y que sguacal tamafio de particula que
sugiere la bibliografia, esto es 7-8 um.

Se podria evaluar la produccién de enzimas cekllesa otras fuentes de carbono,
variando las concentraciones para encontrar umasoishejor para el crecimiento

de la cepa, y una mejor produccion de enzimasasasl

Optimizar las condiciones de trabajo para la producde enzimas celulasas, esto
es: aumentar la agitacion en las fermentacionegigidas a las recomendadas por
la bibliografia (200-250 rpm); controlar y/o opt@ar temperatura; tamano

adecuado de particula de los sustratos; evaluiacsamtes, etc.
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Fotografia 1. Indculos de cepas reactivadas

Fotografia 2. In6culos en agitacion
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Fotografia 3. Degradacién del papel filtro (Cep@-48 Aspergillus sporocarpiadespués de 20 dias

Fotografia 4. Degradacion del papel filtro (Cep8-68 deAspergillus spp después de 20 dias
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Fotografia 5. Degradacion del papel filtro (Cepad€gdrichoderma atrovirid después de 20 dias

Fotografia 6. Cepas preseleccionada$ritthoderma
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Fotografia 7. Cepas preseleccionadadsjeergillus

Fotografia 8. Fermentacion liquida tiechoderma atroviridel'8 con diferentes sustratos (Bagazo 2.5%)
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Fotografia 9. Produccion de Enzimas celulasasta parTrichoderma atrovirideT8

Fotografia 10. Enzima celulasa y buffer citrato sastratos a hidrolizar (Bagazo 1.5%)
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Fotografia 11. Hidrdlisis de los sustratos en a@ta150 rpm a 40°C

Fotografia 12. Cepa dgaccharomyces cerevisiae
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Fotografia 13. Fermentacion alcohdlica por lot&4Iblucién azucarada proveniente de hidrélisis del

aserrin)

Fotografia 14. Sacarificacion y fermentacion sidm#a (celulasa y bagazo con buffer y medio de

fermentacion)
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Fotografia 15. Sacarificacion y fermentacion siamta (en agitacion 150 rpm en incubadora a 40°C)

98



ANEXOS

ANEXO 1

CONTAJE DE ESPORAS CON CAMARA DE NEUBAUER

De la suspension de esporas obtenida, se tomap8aullena la camara de Neubauer. Se
cuentan todas las esporas en los cinco cuadraetesales de la camara y después se

aplica la formula:

Esporas x cfix Total de esporas en los cinco cuadrantes x Feetdilucién* x 1000

0.02 **
* Solo si se usa dilucién

**Dimensiones del area de recuento de la camarenni x 1 mm x 0.1 mm x 5/25
(corresponde a los cuadrantes que se cont6 délosairantes que tiene la camara en el

centro)
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ANEXO 2

COMPOSICION MEDIO CZAPECK (segun Vilches Laura)

* NaNG; 2 g/lL

e KHPO, 1 g/L

. KClI 0.5 g/L

e MgSO:.7H,O 0.5¢g/L

* FeSQ.7H0O 0.01 g/L

* Agua destilada 1000 mL
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ANEXO 3

COMPOSICION BUFFER CITRATO (Segun lzurieta Bolivar EPN)

Citrato Buffer 0.05M pH 4.8

¢ Solucién A

21 gramos de acido citrico + 200 mL de NaOH 1 Nijdk a 1 litro

* Solucién B

HCI0.1 N

* Solucion de trabajo

88.2 mL de solucién A + 11.8 mL de solucion B
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KH2POy
(NH4)2SOy
Urea

MgSOy. 7H,0
FeSQ.7H,O
MnSOy.H0O
ZnSQ.7H,0O
CoCh
Peptona

Agua destilada

pH final

ANEXO 4

MEDIO MANDELS-WEBER MODIFICADO (Segun lzurieta Boli var EPN)

2 g/L
1.4 g/L
0.3 g/L
0.3 g/L
0.005 g/L
0.00156 g/L
0.00140 g/L
0.3 g/L
0.5 g/L
1000 mL

4.8
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ANEXO 5
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ANEXO 6

MEDIO DE CULTIVO PARA FERMENTACION ALCOHOLICA (segl n
Ballesteros y Oliva)

e Extracto de levadura 2.5g/L
e Peptona 5¢g/L

« NHA4cCI 2 g/L

« KH2PO4 1g/L

« MgSO4 0.3 g/L

* Agua destilada 1000 mL
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