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GLOSARIO

AZUCARES REDUCTORES: son hidratos de carbono que contienen grupos
aldehido que son oxidados a acidos carboxilicos por un agente oxidante débil en
soluciéon acuosa.?

BIORREACTOR: es un equipo en el que se realiza un proceso quimico catalizado
por un organismo 0 una enzima en el que se deben considerar y controlar los
requerimientos nutricionales de los organismos a utilizar.?

CAMARA DE NEUBAUER: es una placa gruesa de cristal con forma de
portaobjetos, en cuyo campo central se ubican dos cuadriculas de recuento que
permiten hacer un conteo celular. 3

CARACTERIZACION: establecer caracteristicas de una muestra utilizando
técnicas y métodos para determinar propiedades quimicas, fisicas, grupos
funcionales, entre otros. 4

HIDROLISIS ENZIMATICA: proceso que transforma moléculas de gran tamafio en
moléculas facilmente degradables, rompiendo sus enlaces, mediante un grupo
de enzimas llamadas hidrolasas en presencia de un medio acuoso.®

METODO DNS: es utilizado para la cuantificacion de azlicares reductores,
haciendo uso de un método espectrofotométrico por la lectura de la absorbancia.®

REACTOR DE TAMBOR ROTATORIO: es un reactor que consiste en un cilindro
gue gira horizontalmente alrededor de su eje, en el cual ingresa aire por una
seccién en la cabeza del reactor y no a la fuerza a través del lecho del sustrato.’

RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS: estan compuestos principalmente por tres
tipos de biopolimeros, celulosa, hemicelulosa y lignina, envueltos en una compleja
estructura.®

1 GUNAWARDENA,Gamini. Reducing Sugar. [Consultado el abril 1,2018]. Disponible en:
http://www.ochempal.org/index.php/alphabetical/q-r/reducing-sugar/

2 Facultad de Ciencias Quimicas Universidad Veracruzana. UNIDAD 2. BIORREACTORES Y SU
APLICACION. [Consultado el Abr 14,2018]. Disponible en:
https://sites.google.com/site/bioingenieriauvl5/unidad-2-biorreactores-y-su-aplicacion

3 BASTIDAS,Oscar. Conteo Celular con Hematocitometro. En: Neubauer Chamber Cell Counting ,
Celoromics.

4 PECK,Robert y GALE,Paul. Characterization of Organic Compounds. En: Anal. Chem. Ene,. vol. 24, no. 1,
p. 116-120

5> WALKER,L. P. y WILSON,D. B. Enzymatic Hydrolysis of Cellulose: An Overview. 1991. p. 3-140960-
8524

6 MILLER,G. L. Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of Reducing Sugar. En: Analytical
Chemistry. Mar 1,. vol. 31, no. 3, p. 426-428

7 Seepsa. Biorreactor de tambor giratorio continuo (CRDB). [Consultado el Abr 14,2018].
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RESIDUOS ORGANICOS: son residuos biodegradables resultantes del
procesamiento de alimentos que pueden ser transformados en un nuevo producto
después de someterse a un tratamiento biol6gico aerébico o anaerdbico.®

8 BARROSO CASILLAS,Miguel. Pretratamiento De Biomasa Celuldsica Para La Obtencién De Etanol En El
Marco De Una Biorrefineria. E.U.1.T. Forestal (UPM), 2010. p. 115
® ODLARE,Monica. Organic Residues. Uppsala: Swedish University of Agricultural Sciences, 2005.
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RESUMEN

En este proyecto de investigacion se tiene como propdsito la obtencion de
productos con valor agregado como azucares reductores para la posterior
produccion de bioetanol, xilitol, &cido lactico, entre otros, a partir de residuos
lignoceluldsicos de tipo agroindustrial, a su vez buscar alternativas a los métodos
convencionales de obtencidén de azucares reductores como la hidrélisis quimica y
la hidrdlisis con enzimas aisladas con el fin de reducir costos y evitar el uso de
sustancias corrosivas como el acido sulfarico y el hidroxido de sodio usados en la
hidrélisis quimica.

Por esto se evaluo la viabilidad del uso de la fermentacion sélida para la obtencién
de azucares reductores a partir de céscara de pifia de la variedad MD2, mas
conocida como “pifia Golden” haciendo uso del hongo Trichoderma ressei.

Las cascaras de pifia se adquirieron en el centro de acopio de Corabastos, este se
encuentra ubicado en la ciudad de Bogota, Colombia en la Carrera 58 No. 80 — 87
sur en donde las céscaras representan un subproducto de su venta principal,
estas fueron reunidas en bolsas aisladas, recogidas el dia domingo 20 de marzo
por un muestreo aleatorio simple. Se seleccionaron manual y cualitativamente
teniendo en cuenta el estado de maduracion segun la norma técnica colombiana
NTC 729-1 y la limpieza de las cascaras de pifia, para evitar la generacion de
procesos de transformacion como la fermentacion. Posteriormente se llevaron a
cabo pretratamientos fisicos como secado, molienda y tamizado con el objetivo de
facilitar el desarrollo de los procesos posteriores.

Por otro lado se establecen los compuestos quimicos presentes en la cascara de
pifia los cuales pueden afectar su rendimiento al someterla a un proceso de
hidrdlisis y por ende la obtencion de azucares reductores, por lo que se hizo una
caracterizacion de las cascaras de pifia se realizd siguiendo normas técnicas para
determinar compuestos quimicos como el contenido de extraibles, por la norma
TAPPI 204 cm-97, celulosa, hemicelulosa por la norma ASTM D1103-55 T y
lignina por la norma TAPPI 222 om-02, y propiedades fisicas como contenido de
humedad, por la norma A.O.A.C 934.06, ya que estas propiedades son
importantes para conocer la viabilidad de uso y la estrategia de la extraccion de la
celulosa. Se obtuvo un porcentaje de humedad del 38%, el contenido de lignina
total es 14,56%, bajo en comparacion con los otros compuestos presentes en el
material y comparado con otros materiales con composicion estructural similar
como el bagazo de cafa y las maderas duras y blandas, el porcentaje de celulosa
fue 40,35% y hemicelulosa de 20,89% estas dos ultimas corresponden a un total
de holocelulosa de 61,24%.

Dado que el contenido de lignina es bajo, se decide que no es necesario hacer un

pretratamiento debido a que el microorganismo seleccionado es capaz de realizar
el proceso de hidrolisis en materiales como el bagazo de cafia de azlcar que
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contienen un porcentaje de lignina inferior a 20%, por lo que se realiz6 una pre
experimentacion para determinar el porcentaje de humedad que permite el
crecimiento del hongo. Posteriormente se analizé el efecto de la aireacion en la
hidrolisis enzimética.

Para llevar a cabo el proceso de hidrolisis en fermentacion soélida se realizd la
construccion de biorreactores de tambor. Este biorreactor consiste en recipientes
de vidrio de facil acceso en el mercado con volumen de 4L, 16cm de diametro
interno y longitud de 23cm, a los cuales se les realizaron modificaciones en la
entrada de aire para evaluar su influencia en el crecimiento del microorganismo y
por ende la obtencibn de azlcares reductores. Para tener un control de la
aireacion y la temperatura en el lecho se tomé una muestra de 100g de sustrato
con humedad ajustada al 70%.y se determin6 que la altura del lecho dentro del
biorreactor debia ser de 1,077cm teniendo en cuenta la geometria calculada para
una semicircunferencia en donde se permite un flujo de aire en la parte inferior del
lecho.

Finalmente se miden los azlcares reductores presentes usando la técnica de DNS
el resultado con aireacion forzada fue de 2,236 g/L, mientras que la concentracion
de azucares reductores obtenida en la hidrdlisis sin aireacion forzada fue de 1,369
g/L. La actividad enzimatica de celulasas totales en el reactor con aireacion
forzada fue de 22.29 FPU/mL vy el del reactor sin aireacion forzada fue de 12,46
FPU/mL.

PALABRAS CLAVE: Fermentacion sdlida, Trichoderma reesei, cascaras de pifia,
azucares reductores, actividad enzimatica.
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INTRODUCCION

En Colombia el manejo de los residuos sélidos causa preocupacion ambiental
debido a que el 83% de estos son depositados en rellenos sanitarios y solo el 17%
se recuperan y se utilizan en el ciclo productivo, se cree que en el afio 2030 de
seguir con esta tendencia se presentara una emergencia sanitaria debido a la alta
tasa de emisiones de gases de efecto invernadero.l° Adicionalmente se estima
gue los residuos organicos corresponden al 61,5% y dentro de esta categoria los
residuos generados por los alimentos son los mas representativos, en vista de que
en sus diversas etapas de produccion y consumo se pierden 9,76 millones de
toneladas de alimentos al afio a lo largo del pais, lo cual equivale al 34% de la
oferta disponible de alimentos destinada al consumo humano. **

Teniendo en cuenta las cifras emitidas por la encuesta nacional agropecuaria
(ENA) en Colombia se presentaron un total de 8.871 hectareas de pifla sembradas
en el aflo 2015, en el que el area productiva correspondia a un 51,38% de donde
se obtuvieron 125.150 toneladas debido a que se presenta una facilidad de
produccion por ser un clima tropical y tener un suelo apto para su siembra con un
pH entre 5y 6 en diversas areas del pais'?, los residuos generados por este tipo
de cultivos representan un 65% del fruto debido a la parte de la pifia que no es
consumida dentro de lo cual se encuentra la corona, el corazén, las cascaras y el
material vegetal'®, estos residuos son considerados una materia prima de bajo
costo para la produccion de productos con mayor valor agregado debido a que en
su estructura se puede encontrar una gran cantidad de celulosa y hemicelulosa
que al ser hidrolizada genera azUcares reductores, este proceso de hidrélisis
puede llevarse a cabo por medio de una fermentacion en estado solido que se
basa en el crecimiento de microorganismos sobre soportes soélidos humedos en
ausencia de agua libre,'* posteriormente estos azlcares reductores suelen ser
utilizados en la produccién de bioetanol, xilitol y otros productos obtenidos por un
proceso de fermentacion.

10 Departamento Nacional de Planeacion, et al. Politica Nacional Para La Gestion Integral De
Residuos Solidos&nbsp; Bogota D.C.: 2016.

11 Departamento Nacional de Planeacion, et al. Politica Nacional Para La Gestion Integral De Residuos
Solidos&nbsp; Bogota D.C.: 2016.

12 DANE y Encuesta Nacional Agropecuaria. Principales Caracteristicas Del Cultivo De La Pifia (Ananas
Comosus L.). 2016.

13 RODRIGUEZ,A. J. Efecto Del Tamafio De Particula Y Concentracion De Las Enzimas Celulasa Y
Celobiosa, En La Hidrolisis Del Rastrojo De La Pifia Para La Produccion De Etanol. San José, Costa Rica:
Universidad de Costa Rica, 2012.

14 TRIANA,Cristian. Produccion De Etanol a Partir De Residuos Provenientes Del Cultivo De
Café&nbsp; Universidad Nacional de Colombia, 2010.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Obtener azucares reductores por medio de fermentacion solida a partir de
cascaras de pifia Golden (Ananas comosus).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar las cascaras de pifia en cuanto al porcentaje de humedad,
extraibles, lignina, celulosa y hemicelulosa.

Pre disefiar y elaborar el biorreactor rotatorio a nivel laboratorio.

Hidrolizar mediante fermentacion solida.

Determinar las mejores condiciones de aireacion y humedad en la hidrdlisis.
Cuantificar los azucares reductores a las cascaras de pifia hidrolizadas.
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1. GENERALIDADES

1.1 MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

Un material lignocelulésico esta constituido por tejidos vegetales cuyas células
estdn compuestas por una pared celular que a su vez esta constituida por un
entrecruzamiento de micro fibrillas de celulosa formando capas de hemicelulosa
sobre la cual se deposita lignina, para poder aprovechar los componentes
presentes en un material lignocelulésico como los azlcares es necesario conocer
los componentes principales de su pared y su distribucion. Esta distribucidén es una
respuesta a la necesidad de los vegetales de absorber radiacion solar sosteniendo
Su estructura aérea, a su vez le confiere mayor resistencia a agentes patégenos y
a la tensién mecanica, y ayuda a mejorar su regulacioén hidrica.*®

1.1.1 Composicion estructural de la lignocelulosa. Los componentes
estructurales del material lignocelulésico estan constituidos por tres tipos de
polimeros que son la celulosa la cual corresponde aproximadamente a la mitad del
material, la lignina que corresponde a un 20% de la estructura y la hemicelulosa.
La celulosa y la lignina pueden unirse directamente o por medio de la
hemicelulosa. También pueden darse tejidos vegetales en los cuales no hay
presencia de lignina por lo que cuenta con otro compuesto formado por sustancia
péctidas.1® La proporciéon de los compuestos puede variar dependiendo del tipo de
material lignoceluldsico. La estructura y composicion quimica de los materiales
lignocelulésicos son los factores clave que interviene en la eficacia de su
pretratamiento, hidrolisis y posterior transformacion para la obtencién de productos
con mayor valor agregado.!’

1.11.1 Celulosa. Es la molécula mas abundante en la tierra ya que es el
polimero mayoritario de las paredes celulares de las platas. Es un homopdlimero
constituido por unidades repetitivas de D-glucosa caracterizados por la union de
enlaces glucosidicos p-1,4 como se observa en la figura 1 que se encuentran en
largas cadenas lineales las cuales se denominan miofibrillas, estos a su vez estan
unidos por puentes de hidrogeno de los grupos hidroxilos a nivel intermolecular y
fuerzas de van der Waals, la celulosa presenta semicristalinidad ya que presenta
zonas altamente ordenadas pero a su vez una region amorfa que le confiere
facilidad de degradacion enzimatica. La celulosa es el polimero mas abundante
del mundo, de elevado peso molecular con un grado de polimerizacion entre 200 y

15 BARROSO. Op. Cit., p. 3

16 DOMINE,Marcelo Eduardo y CHAVEZ SIFONTES,Marvin. Lignina, estructura y aplicaciones:
métodos de despolimerizacion para la obtencion de derivados aromaticos de interés industrial. En:
Avances En Ciencias E Ingenieria. vol. 4, no. 4, p. 15-46

17 BELLIDO,Carolina. Obtenciéon De Bioetanol 2G a Partir De Hidrolizados De Paja De Trigo.
Fermentacion Conjunta De Los Penta Y Hexa Carbohidratos Con Pichia Stipitis. Madrid:
Universidad de Valladolid, 2013.
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1000, es muy estable y resistente quimicamente y también a la traccion
mecanica.'®

Figura 1. Estructura de la celulosa.
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Fuente: BELLIDO,Carolina. Obtencion De Bioetanol 2G a Partir De Hidrolizados De Paja De Trigo.
Fermentacion Conjunta De Los Penta Y Hexa Carbohidratos Con Pichia Stipitis. Madrid:
Universidad de Valladolid, 2013.

1.1.1.2 Hemicelulosa. Forma parte de las paredes de las células vegetales,
recubre la superficie de las fibras de celulosa y permite el enlace de pectina.'® Es
un heteropolisacarido es decir un polisacarido compuesto por mas de un tipo de
mondmero, esta formado por pentosas como la D-xilosa y la L-arabinosa, hexosas
como la D-glucosa, D-manosa, D-galactosa, desoxihexosas como la L-ramnosa, L-
fucosa y acidos wuronicos como la D-glucurénico, D-galacturonico, 4-O-
metilglucuroénico, (figura 2) su cadena principal puede estar constituida tanto como
por monosacaridos diferentes como por monosacaridos iguales que a su vez
tendran una gran variedad de ramificaciones.?® Entre estos monosacaridos tienen
mas presencia la glucosa, la galactosa o la fructosa.

Figura 2. Estructura de hemicelulosa
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Fuente: BELLIDO,Carolina. Obtencién De Bioetanol 2G a Partir De Hidrolizados De Paja De Trigo.
Fermentacion Conjunta De Los Penta Y Hexa Carbohidratos Con Pichia Stipitis. Madrid:
Universidad de Valladolid, 2013.

18 |bid., p. 14.

19 RABEMANOLONTSOA Harifara y SAKA,Shiro. Various pretreatments of lignocellulosics. En:
Bioresource Technology. vol. 199, p. 83-91

20 BELLIDO Op., Cit,. p. 15.
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1.1.1.2 Lignina. Este es un heteropolimero amorfo a su vez tridimensional y
ramificado formado principalmente por alcoholes aromaticos llamados alcoholes
cinamilicos:  p-cumarilico  (4-hidroxicinamilico),  coniferilico  (4-hidroxi-3-
metoxicinamilico) y sinapilico (4-hidro-3,5-dimetoxicinamilico), como se observa en
la figura 3, que actian como precursores de la lignina y representan las unidades
basicas de este polimero, la lignina presenta una alta solubilidad en agua a 180°C
bajo condiciones neutras del mismo modo que la hemicelulosa.?*

Figura 3. Estructura de la lignina.

OCH,

Fuente: BELLIDO,Carolina. Obtencion De Bioetanol
2G a Partir De Hidrolizados De Paja De Trigo.
Fermentacion Conjunta De Los Penta Y Hexa
Carbohidratos Con Pichia Stipitis. Madrid: Universidad
de Valladolid, 2013.

1.1.2 Composicion secundaria de la lignocelulosa. Generalmente se
presentan en menor proporcion y se pueden encontrar de dos tipos, los de bajo
peso molecular los cuales son hidrosolubles o extraibles haciendo uso de
solventes organicos y por otro lado materiales minerales que se estiman como
cenizas en los andlisis quimicos.??

1.2 PRETRATAMIENTO LIGNOCELULOSICO

El pretratamiento del material lignocelulésico es muy importante para el proceso
debido a que en el momento de realizar la hidrélisis enzimética la lignina presente
impide el acceso de la enzima para poder interactuar con la celulosa y
hemicelulosa para asi obtener los azlUcares reductores, la finalidad del
pretratamiento es aumentar la digestibilidad de los materiales y debido a la gran

21 |bid., p. 17.
22 BARROSO CASILLAS,Miguel. Pretratamiento De Biomasa Celulésica Para La Obtencion De
Etanol En El Marco De Una Biorrefineria. E.U.I.T. Forestal (UPM), 2010. p. 115
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variedad de ellos existen varios tipos de pretratamientos dependiendo del tipo de
biomasa, entre los cuales se encuentran los métodos fisico y quimicos.??

1.2.1 Pretratamiento fisico. Este consiste en una reduccion del tamafio del
material por fragmentacion, triturado y molido para asi reducir la cristalinidad
desordenando las cristalitas presentes en la fase amorfa, este proceso facilita la
accesibilidad de las enzimas aumentando la conversion de celulosa a azlcares
reductores debido a un incremento del area superficial especifica, también propicia
una disminucién del tiempo de digestién y del grado de polimerizacion lo que
permite incrementar los rendimientos de la posterior hidrélisis.?*

1.2.2 Pretratamiento quimico. Para estos procedimientos se utilizan agentes
quimicos tales como ozono, &cidos, bases, peréxidos y variedad de solventes
organicos, el pretratamiento basico ha sido uno de los mas relevantes debido a
que el uso de hidréxidos como el de sodio y potasio permiten la disolucién de
lignina causando un aumento en el area de superficie de contacto reduciendo de
esta forma el grado de cristalinidad y polimerizacion de la celulosa.?®

1.2.3 Pretratamiento microbiolégico. El mecanismo de hidrdlisis por medio de
enzimas tiene ventajas frente a la hidrélisis quimica debido a su mayor eficiencia
de conversion, menor requerimiento de energia y una disminucién en la formacién
de inhibidores que afecten el proceso,”® no obstante una gran variedad de
factores fisicoquimicos y sobre todo de composicion le confieren a la biomasa
lignocelulésica una resistencia a la hidrélisis enzimética debido a que la lignina
crea una barrera fisica que impide el facil acceso a la fraccion de azucar por este
motivo se realiza un proceso de des lignificacion que aumenta el nUmero de poros
y el area superficial disponible.

La deslignificacion bilégica en comparacion a las técnicas tradicionales presenta
un menor impacto ambiental, mayor rendimiento del producto debido a la
selectividad lo que conlleva a una menor produccion de reacciones secundarias,
que puedan inhibir los procesos posteriores y una menor demanda energética.

Distintos microorganismos dentro de los cuales podemos encontrar bacterias y
hongos que son capaces de degradar la lignina pero los que presentan una mayor
eficiencia son los denominados basidiomicetos de podredumbre blanca que

2 KARAGOZ,P., et al. Alkaline peroxide pretreatment of rapeseed

straw for enhancing bioethanol production by same vessel saccharification and co-fermentation. En:
Bioresource Technology. vol. 104, p. 361-357

2 BELLIDO,Carolina. Obtencién De Bioetanol 2G a Partir De Hidrolizados De Paja De Trigo.
Fermentacion Conjunta De Los Penta Y Hexa Carbohidratos Con Pichia Stipitis. Madrid:
Universidad de Valladolid, 2013.

25 |bid., p. 20.

% TAHERZADEH,M. J. y KARIMI,K. Enzyme-based hydrolysis processes for ethanol from
lignocellulosic materials. En: BioResources. vol. 2, no. 3, p. 472
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pueden despolimerizar y mineralizar la lignina ya que han desarrollado un sistema
enzimatico oxidativo extracelular e inespecifico para la degradacién de este tipo de
moléculas el cual se puede observar en la figura 4.

El proceso implica distintas actividades enzimaticas tales como peroxidasas,
oxidasas y reductasas, este proceso de degradacion de la lignina esta basada en
la oxidacion no especifica de un electron de los anillos bencénicos en las
diferentes subestructuras de lignina por las hemoperoxidasas extracelulares que
actuan de forma sinérgica con las oxidasas generadoras de peréxido.?’

Estas peroxidasas poseen dos caracteristicas sobresalientes, la primera es que
tiene un potencial redox alto debido a la estructura de bolsillo del grupo hemo que
favorece la oxidacion de anillos aromaticos no fendlicos y la segunda que pueden
generar un oxidante de proteinas debido a la transferencia de electrones al
cofactor del grupo hemo formando un radical catalitico libre de triptéfilo en la
superficie de la proteina.?®

Figura 4. Mecanismo de pre tratamiento
lignocelulésico.
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27 RUIZ,Francisco y MARTINEZ,Angel. Microbial degradation of lignin: how a bulky recalcitrant
polymer is efficiently recycled in nature and how we can take advantage of this. En: Microbial
Biotechnology. vol. 2, no. 2, p. 164-177

28 |bid., p. 15.

28



Este tipo de procesos son Uutiles para una amplia gama de aplicaciones
biotecnoldgicas en los usos industriales de la biomasa celuldsica. Generalmente
se realizan estos procesos en la industria de la pulpa y el papel para bio
pulverizacion o biobleaching, estos hongos y sus enzimas ligninoliticas estan
atrayendo actualmente mucha atencion como enzimas ligninoliticas y su accion
selectiva sobre los componentes de la lignina. Mientras que la lignina peroxidasa
puede oxidar directamente los compuestos fendlicos y no fendlicos, el manganeso
peroxidasa y la lacasa solo pueden actuar sobre compuestos fenélicos.?®

Esto significa que de diferentes enzimas oxidativas producidas por organismos
que degradan lignina, solo un grupo de hemoperoxidasas basidiomicetas podria
atacar directamente la red de lignina no fendlica. Estas enzimas incluyen lignina
peroxidasa (LiP), una versatil peroxidasa (VP) y manganeso peroxidasa (MnP). El
Mn3* resultante de la acciéon de estas peroxidasas oxida compuestos fendlicos
pero, en presencia de lipidos insaturados, también puede oxidar la lignina no
fendlica a través de radicales de peroxidacion.

1.3 METODOS DE HIDROLISIS Y APLICACIONES

La estructura compleja que presenta los materiales lignoceluldsico esta
conformada por varias fracciones que deben ser procesadas de manera individual
para garantizar una eficiente conversioén de la biomasa a compuestos como el
etanol, la fraccibn con mayor proporcion en los materiales lignocelulésicos
corresponde a la celulosa, la cual a su vez esta compuesta por largas cadenas de
glucosa unidas por enlaces [(1-4) agrupados en estructuras superiores que
presentan una alta cristalinidad dificultando la obtencién de azucares reductores a
parir de la celulosa®®, por ende este proceso tiene como objetivo la transformacion
de macromoléculas con alto nivel de degradacion en moléculas mas pequefias es
decir azucares reductores monomericos, para llevar a cabo el proceso de hidrélisis
se rompen los enlaces en presencia de un medio acuoso obteniéndose asi
mayoritariamente glucosa y xilosa. Existen diversos tipos de hidrdlisis de los
cuales los mas representativos son la hidrdlisis acida, alcalina y enzimatica.

1.3.1 Hidrdlisis acida. la hidrolisis acida basa su funcionamiento en un proceso
quimico que hace uso de catalizadores acidos que modifican las cadenas de
polisacaridos que forman la biomasa como la hemicelulosa y la celulosa hasta
obtener sus mondémeros elementales3?, este tipo de hidrélisis los catalizadores
acidos utilizados son los acidos sulfuroso, clorhidrico, sulfarico, fosférico y nitrico,

2 |bid., p. 16

30 OLIVA DOMINGUEZ,Jose. Efectos De Los Productos De Degradacion Originados En La
Explosion Por Vapor De Biomasa De Chopo Sobre Kluyveromyces Marxianus. Madrid: Universidad
Complutense de Madrid, 2003.

31 |bid., p. 23
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siendo estos dos Ultimos los que se emplean mayoritariamente en las industrias, ?
estos acidos se pueden emplear concentrados y diluidos.

Los de acidos concentrados operan a bajas temperaturas obteniendo altos
rendimientos de conversiébn que para la glucosa son superiores al 90%, sin
embargo, al utilizarse una gran cantidad de acido en la impregnacién del material
a hidrolizar y a los costos que conlleva su recuperacion, junto con los efectos
corrosivos que obliga a realizar una alta inversibn en equipos traen como
consecuencia desfavorable la elevacion de los costos generando de esta forma
gue no sea rentable el proceso, ademas este proceso esta relacionado a una
costosa neutralizacion que se debe realizar antes del proceso de fermentacion. =3

Los procesos que se llevan a cabo con acidos diluidos tienen un bajo consumo de
acido, por lo que para compensar el bajo rendimiento debe realizarse a altas
temperaturas préximas a los 240°C para asi poder alcanzar rendimientos
aceptables de glucosa, en este proceso se opera con una concentracién de acido
de 1% (p/v) y un tiempo de residencia de 6-12 segundos, con acidos diluidos solo
se alcanza un rendimiento del 60%, al emplear temperaturas tan elevadas se
genera una mayor corrosion en los equipos y por otro lado aumenta la tasa de
degradacion de los azucares hemicelulosicos lo que afectara el proceso de
fermentacion.

1.3.2 Hidrolisis enzimatica. Este proceso es catalizado por medio de distintas
enzimas que debido a su funcién de degradar celulosa se denominan celulasas,
este tipo de hidrolisis es medioambientalmente sostenible ya que las principales
celulasas utilizadas en los procesos son de origen fungico3* especialmente los
hongos de podredumbre blanca, parda o blanda, los dos ultimos tienen la
capacidad de realizar una accion en la celulosa, pero solo los hongos de pudricion
blanca pueden degradar la lignina®® para poder realizar la degradacién de la
lignina en la biomasa esta clase de hongos cuenta con la accion de enzimas ligno-
degradantes como las peroxidasas y las lacasas®® , el complejo celulolitico de
hongos estd formado por componentes que tienen diferentes actividades y
mecanismos los cuales son:®’

32 GALBE,M. y ZACCHI,G. A review of the production of ethanol from softwood. En: Applied
Microbiology and Biotechnology. vol. 59, no. 6, p. 618-628

33 OLIVIA Op., Cit., p. 24

3 SUN,Ye y CHENG,Jiayang. Hydrolysis of Lignocellulosic Materials for Ethanol Production: A
Review. England: Elsevier Ltd, 2002. p. 1-110960-8524

35 ALVIRA,P., et al. Pretreatment technologies for an efficient bioethanol production process based
on enzymatic hydrolysis: A review. En: Bioresource Technology; Special Issue on Lignocellulosic
Bioethanol: Current Status and Perspectives. vol. 101, no. 13, p. 4851-4861

% KUMAR,Adepu y SHARMA,Shaishav. Recent updates on different methods of pretreatment of
lignocellulosic feedstocks: a review. En: Bioresour Bioprocess. vol. 4, no. 1,

87 BELLIDO. Op. Cit., p. 20
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e Endo-B-glucanasas: como la B- (1,4)-glucanglucanohidrolasa que actian al azar
en el interior del polimero, hidrolizando enlaces -(1,4) glucosidicos y generando
nuevos terminales de cadena no reductores, obteniendo varios oligosacaridos de
varias longitudes, generalmente actian sobre celodextrinas y derivados como la
hidroximetilcelulosa, la carboximetilcelulsa y adicionalmente sobre celulosa
amorfa. 38

e Exo-B-glucanasas: como la celobiohidrolasa que actiuan sobre los extremos no
reductores de la cadena obtenida por la accion de la enoglucanasa liberando
moléculas de celobiosa y Glucohidrolasa que se encuentran en pequefa
proporcion y actian sobre los extremos no reductores liberando glucosa, entre el
50 y el 80% del complejo celulolitico corresponde a estas enzimas®

¢ 3- glucosidasa las cuales completan el proceso hidrolizando la celobiosa y los
oligosacaridos por lo que evita la inhibicion producida por la acumulacion de la
celobiosa en el medio de reaccion, convirtiendo los fragmentos de estos
materiales a glucosa.*°

Figura 5. Hidrdlisis enzimatica
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2003.

3 GAITAN,Diana y PEREZ,Liliana. Aislamiento Y Evaluacion De Microorganismos Celuloliticos a
Partir De Residuos Vegetales Frescos Y En Compost Generados En Un Cultivo De Crisantemo
(Dendranthema Grandiflora). Pontificia universidad Javeriana, 2007.

% |bid., p. 5.

40 bid., p. 5.
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1.3.2.1 Mecanismo de accidon enzimética. La hidrdlisis enzimatica es muy
compleja e involucra muchas etapas y mecanismos de accion sobre el sustrato los
cuales son:#

e Adsorcién de la celulasa en el sustrato a través del dominio de unién.

e Ubicacion de un enlace susceptible a hidrélisis sobre la superficie del sustrato
(terminaciones de cadena si se trata de Celobiohidrolasas, division de enlaces
si es Endogluconasas).

e Formacién del complejo Enzima-Sustrato.

e Hidrdlisis del enlace B-glucosidico seguida por el deslizamiento simultdneo de
la enzima a lo largo de la cadena de Celulosa.

e Desorcion de las celulasas del sustrato.

e Hidrdlisis de la Celobiosa por la accion de las B—Glucosidasas e inhibicién de la
enzima por producto formado.

1.4 FERMENTACION SOLIDA

La fermentacidon en estado solido (FES) es una técnica basada en el crecimiento
de microorganismos bajo condiciones controladas sobre soportes solidos
hamedos en ausencia de agua libre, el agua presente en los sistemas de FES se
encuentra en una forma compleja dentro de la matriz sélida como una fina capa,
bien absorbida sobre la superficie de las particulas o con una interaccidon mas
débil en las regiones porosas del sélido para la generacion de productos de
interés, en la actualidad esta técnica se utiliza en la produccion de enzimas de uso
industrial, combustibles y concentrados ricos en nutrientes para animales,
generalmente, para la obtencién de estos productos se utilizan como sustratos
sélidos residuos agroindustriales, lo que representa una ventaja debido a que, se
obtienen productos de interés industrial y, por otro lado, se resuelven problemas
de deposicion de residuos sélidos.

En estudios comparativos entre la fermentacion sélida y la fermentacion liquida
sumergida se han mostrado ciertas ventajas para la FES las cuales son?:

e Baja actividad de agua (aw) que podria reducir la contaminacion por bacterias
permitiendo trabajar en condiciones asépticas.

e Condiciones ambientales similares a las de los héabitats en donde se
encuentran los microorganismos utilizados en FES.

41 TRIANA,Cristian. Produccién De Etanol a Partir De Residuos Provenientes Del Cultivo De
Café&nbsp; Universidad Nacional de Colombia, 2010.

42 Bashir Sajo Mienda; Ahmad Idi y Abdulhamid Umar. Microbiological Features of Solid State
Fermentation and its Applications - an Overview. 2011. 2229-791X
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e La composicibn del medio suele ser simple debido a que el sustrato
proporciona todos los nutrientes necesarios para el proceso.

e Pueden utilizarse disefos simples de reactores por las bajas especificaciones
de los sustratos.

e Se caracteriza por no requerir altos niveles de energia por lo que puede
disminuir los costos de operacion ya que no es necesario agitacion mecanica ni
tratamientos en autoclave.

e La baja disponibilidad de humedad facilita la produccion de compuestos
especificos que probablemente no se produzcan en la fermentacion liquida.

Los microorganismos mas comunmente empleados en la fermentacion sdélida son
los hongos filamentosos, seguidos de las levaduras, los actinomicetos y las
bacterias. Los hongos filamentosos son los microorganismos mas eficientes en la
degradacion de sustratos solidos por su potencial de excrecion de enzimas
hidroliticas, y el crecimiento mediante hifas por lo que resulta mas facil su
colonizacion y la utilizacion de los nutrientes disponibles debido al poder de
penetrar en el sustrato sélido.

Los hongos filamentosos son los microorganismos con mejor adaptacion al
proceso de fermentacion soélida debido a sus propiedades fisioldgicas, enzimaticas
y bioquimicas, sin embargo es posible utilizar bacterias las cuales estan
involucradas principalmente en el proceso de compostaje y en algunos procesos
de alimentos*3, también se puede utilizar levaduras en procesos de produccién de
bioetanol y la produccién de ciertos alimentos y piensos*4.

Lo que le otorga a los hongos filamentosos su buen funcionamiento en el proceso
FES es el crecimiento fungico por medio de hifas y su excelente tolerancia a la
baja actividad de agua (a,,) y las altas condiciones de presion osmotica, el modo
de crecimiento por hifas genera una gran ventaja a los hongos filamentosos sobre
los microorganismos unicelulares en la colonizacion de sustratos sdlidos, este
crecimiento flngico es una combinacion de puntas de hifas sobre una gran
extension y la generacion de nuevas puntas de hifas mediante ramificacion.

A pesar de que la extension se lleva a cabo solo en la punta a una velocidad lineal
y constante la frecuencia de ramificacion le confiere un patron exponencial de
crecimiento biomasico.*

43 DOELLE,Horst W.; MITCHELL,David y Rolz Carlos. Solid Substrate Cultivation. London u.a: Elsevier
Applied Science, 1992. p. 4461851668799

4 SAUCEDO,G., et al. Potencial of using a simple fermenter for biomass built up, starch hydrolysis and
ethanol production: Solid state fermentation system involving Schwanniomyces castellii. En: Biochemistry
and Biotechnology. vol. 36, p. 47-61

4 RAIMBAULT,Maurice. General and microbiological aspects of solid substrate fermentation. En:
Electronic Journal of Biotechnology. Dec 15,. vol. 1, no. 2, p. 174-188
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A continuacion el cuadro 1. Menciona los microorganismos mas utilizados en la
fermentacion solida:

Cuadro 1. Principales grupos de microorganismos involucrados en SSF

Micro flora

Proceso SSF

Bacteria

Clostidrium sp.
Lactobacillus sp

Ensilado, comida
Ensilado, comida

Streptoccus sp. Compostaje
Pseudomonas sp. Compostaje

Serratia sp. Compostaje

Bacillus sp. Compostaje, amilasa
Fungi

Altemaria sp. Compostaje

Penicilium notatum, roquefortii
Lentinus edodes

Pleurotus oestreatus, sajor-caju
Aspergillus niger

Rhizopus oligosporus
Aspergillus oryzae
Amylomyces rouxii

Beauveria sp., Metharizium sp.
Trichoderma sp.
Phanerochaete chrysosporium
Rhizopus sp.

Mucor sp.

Monilia sp.

Fusarium sp.

Aspergillus sp.

Penicilina, queso

Hongo shiitake

Hongo

Alimento, proteina, amilasa, acido citrico
Tempeh, soja, amilasa, lipasa

Koji, comida, acido citrico

Yuca, arroz

Control bioldgico, bioinsecticida

Control de compostaje biolégico
Compostaje, degradacion de lignina
Compostaje, alimento, enzimas, acidos organicos
Compostaje, comida, enzima
Compostaje

Compostaje

Compostaje, industrial

Levadura

Endomicopsis burtonii
Schwanniomyces Castelli
Saccharomyces cerevisiae

Yuca, arroz
Etanol, amilasa
Alimento, etanol

Fuente: Bashir Sajo Mienda; Ahmad Idi y Abdulhamid Umar. Microbiological Features of
Solid State Fermentation and its Applications - an Overview. 2011. 2229-791X
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Las principales aplicaciones de la fermentacion sdélida se puede observar en el
cuadro 2.

Cuadro 2. Principales aplicaciones de SSF

Sector

L Aplicacion Ejemplos
economico

Amilasa, amiloglucosidasa,
celulasa, proteasa, pectinas,
xilanos, glucoamilasa

Micotoxinas, giberelinas,
alcaloides, antibiéticos, hormonas
Produccion de acido Acido citrico, acido fumarico, acido

Fermentacion Produccioén de
industrial enzimas

Productos bioactivos

organico itacdnico, acido lactico
Biocombustible Produccion de etanol
Pigmentos, biosurfactantes,

Compuestos diversos vitaminas, Xanthan

Comida tradicional fermentada
(Koji, sake, ragi, tempeh),
enriguecimiento proteico y
produccion de proteina unicelular,
produccién de hongos.

Compuestos aromaticos,
Aditivos alimentarios colorantes, grasas esenciales y

acidos organicos

Industria Biotransformacion de
agroalimentaria residuos de cultivos

Biorremediacion y
biodegradacion de
compuestos peligrosos
Desintoxicacién

Control
ambiental

Residuos cafeinados, pesticidas,
bifenilos policlorados (PCB)

Pulpa de café, cascaras de

biologica de : .
; . mandioca, harina de canola,
agroindustrial . .
cascara de café
desechos

Fuente: Bashir Sajo Mienda; Ahmad Idi y Abdulhamid Umar. Microbiological Features of Solid State
Fermentation and its Applications - an Overview. 2011. 2229-791X

1.5 BIORREACTOR

Un biorreactor es un equipo en el que se realiza un proceso 0 reaccion quimica
que es catalizada por un organismo o0 una enzima. Para lograr alta eficiencia en
los procesos realizados por microorganismos es necesario considerar sus
requerimientos ambientales y controlarlos, los factores mas importantes a tener en
cuenta son: el flujo de gases, como el aire, la temperatura, ya que en la mayoria
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de los casos, los procesos biolégicos son una fuente importante de calor, pH,
oxigeno disuelto y velocidad de agitacion.*®

Pueden usarse tres tipos de operacion de un reactor segun la alimentacion del
sustrato: discontinuo o batch, semicontinuo y continuo.

1.5.1 Biorreactor discontinuo o batch. En un biorreactor batch no hay flujo de
entrada ni de salida, por lo que la concentracion inicial de los microorganismos
que son inoculados no es alterada por nutrientes adicionales o por el lavado, asi
mismo el volumen de sustrato permanece constante. En un bioproceso por lotes,
el Unico material agregado y eliminado durante el curso de la operacion es el
intercambio de aire / gas, antiespumante y agentes de control de pH. EIl proceso
se detiene hasta que el substrato sea consumido por la biomasa, este tiempo
requerido se denomina tiempo de retencidn. Los procesos por lotes se han
incrementado significativamente hoy en dia y se usan ampliamente para producir
biomoléculas especiales para usos en industrias quimicas, biotecnoldgicas y
farmacéuticas. La produccion de estos bioproductos de alto valor agregado
contribuye a una porcién significativa y creciente de los ingresos y ganancias de
las industrias de bioprocesos.4’

1.5.2 Biorreactor semicontinuo. Un biorreactor semicontinuo se caracteriza por
la alimentacion de un sustrato estéril, la ausencia de flujo de salida y el aumento
en el volumen (acumulacion de masa total) en el biorreactor, esta restringido por la
capacidad volumétrica del reactor. Son utilizados principalmente en la industria
alimentaria, farmacéutica, y en aplicaciones de biopolimeros (PHB).48

1.5.3 Biorreactor continuo. En un biorreactor continuo se tiene una
alimentacion y se retiran productos continuamente. Bajo ciertas condiciones el
cultivo puede alcanzar un estado estacionario, son de tipo tanque completamente
agitado (CSTR) o tipo tubo con flujo tap6on (PFR)*°.

1.5.4 Biorreactores usados en fermentacion solida. Los biorreactores FES de
uso comun se pueden dividir en cuatro tipos segun el tipo de aireacion o el
sistema mixto empleado. Estos pueden clasificarse de la siguiente manera:
biorreactores estaticos (lecho fijo, bandejas perforadas), biorreactor agitado (el
tambor horizontal o tambor agitado) y biorreactores con aireacion forzada o sin
ella.

46 Facultad de Ciencias Quimicas Universidad Veracruzana. UNIDAD 2. BIORREACTORES Y SU
APLICACION. [Consultado el Abr 14,2018]. Disponible en:
https://sites.google.com/site/bioingenieriauvl5/unidad-2-biorreactores-y-su-aplicacion

47 CINAR,A.; BIROL,G. y PARULEKAR,S. J. Batch Fermentation: Modeling

Monitoring and Control. En: CRC Press. p. 648

“8 |bid., p. 57

4 1bid., p. 58
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La construccion de biorreactores debe tener en cuenta las peculiaridades de la
FES la variedad de materiales que pueden usarse como medios de cultivo, y sus
caracteristicas como composicion, tamafo, resistencia, porosidad y capacidad de
retencion de agua, junto con el hecho de la baja humedad del sustrato, que da
problemas de sistema de transferencia de calor. La fermentacion en estado sélido
€S un proceso que ocurre en ausencia de agua libre, por lo que los hongos
filamentosos son microorganismos adaptados de forma natural para este tipo de
condicion. La morfologia del hongo, con respecto a la presencia de hifas tabicadas
0 no (que da resistencia mads o menos mecanica a posibles disturbios en el
medio), y la necesidad o no de esterilidad en el proceso son otros factores que
influyen en el disefio de los biorreactores para FES. Por lo tanto, el biorreactor
puede 0 no tener aireacion forzada, puede ser sin agitacion, agitado
ocasionalmente o solo con rotacién continua®°.

El ndmero y los tipos de biorreactores utilizados en escala piloto e industrial son
pequefios en comparaciéon con los utilizados en la escala de laboratorio. Se
aplican principalmente en escala de laboratorio debido a algunas razones
importantes y necesidades que son®®:

e Las hifas pueden dafarse por agitacibn mecanica, especialmente si no estan
septadas, lo que permite muy pocos hongos que satisfagan las necesidades de
aireacion y eliminacion de calor;

e El medio solido puede compactarse durante el proceso, causando muchos
problemas;

e Hay dificultades con la inoculacién, el control y la esterilizacion de grandes
volimenes de medio;

¢ EI mantenimiento y los procedimientos para el llenado, vaciado y limpieza de
grandes reactores;

e El mantenimiento de la uniformidad es dificil para grandes volumenes de
biomasa.

1.5.5 Biorreactor de tambor rotatorio. Es un reactor que consiste en un cilindro
que gira horizontalmente alrededor de su eje, en el cual ingresa aire por una
seccion en la cabeza del reactor y no a la fuerza a través del lecho del sustrato.
Este tipo de reactor puede emplearse en procesos por lotes o batch, si la rotacién
se hace en discontinuo se deben tener en cuenta las variables como el tiempo y la
velocidad de rotacion, la temperatura, la humedad y el flujo del aire usado.>?

50 |bid., p. 63
51 |pid., p. 67
52 Seepsa. Op. Cit. p. 1.
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Los tambores giratorios se han utilizado como biorreactores para la fermentacion
en estado sélido desde la década de 1930 y ya se utilizan para fabricar muchos
productos. Los biorreactores de tambor giratorio proporcionan una mezcla
relativamente suave y uniforme al mejorar el disefio del deflector, ya que no hay
agitador dentro del lecho del sustrato. Los principios de ingenieria del biorreactor
de tambor rotatorio han recibido recientemente interés para la produccion de
biocombustibles utilizando materiales celulésicos.>3

1.6 TRICHODERMA RESEEI:
La clasificacion biolégica de Trichoderma reesei es la siguiente:>*

Reino: Fungi

Filum: Ascomycota

Subfilum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma
Especie: T. ressei

Trichoderma es un género fungico que se encuentra en muchos habitats naturales
especialmente en casquetes de hongos, madera podrida y suelo®, este género
pertenece al grupo de hongos Deuteromicetes mas conocidos como hongos
imperfectos al orden hifales los cuales se caracterizan por presentar conidioforos
la cual es una estructura microscopica especializada en la produccion asexual de
miles de esporas llamadas conidios.¢

Trichoderma Reesei es un hongo mesofilo y filamentoso originalmente aislado de
las islas Solomon durante la segunda guerra mundial, el cual se somete a un ciclo
reproductivo heterotalico y genera cuerpos fructiferos (estromas) con 16
ascosporas que se generan a través de la meiosis y dos rondas de mitosis

53 CINAR,A.; BIROL,G. y PARULEKAR,S. J. Batch Fermentation: Modeling

Monitoring and Control. En: CRC Press. p. 648

5 CHAVEZ GARCIA,Mbnica Paola. Produccién De Trichoderma Sp. Y Evaluaciéon De Su Efecto En
Cultivo De Crisantemo (Dendranthema Grandiflora). 2007.

% LI,wan-Chen, et al. Trichoderma reesei complete genome sequence, repeat-induced point
mutation, and partitioning of CAZyme gene clusters. En: Biotechnology for Biofuels. Jul 3,. vol. 10,
no. 1,

% MULAKALA,Chandrika y REILLY,Peter J. Hypocrea jecorina (Trichoderma reesei) Cel7A as a
molecular machine: A docking study. En: Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics. Sep 1,.
vol. 60, no. 4, p. 598-605
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postmeidtica. Cuando se colocan en condiciones favorables, las ascosporas
germinan para formar micelios vegetativos y producen esporas asexuales, es
decir, conidios.’

En la etapa inicial de crecimiento tiene color blanco, que se torna a verde oscuro o
amarillento (imagen 1) con esporulacion densa. El micelio visto al microscopio es
fino, los conidiéforos son ramificados, como un arbol pequefio. Los mismos se
presentan como penachos compactados que forman anillos con un sistema de
ramas irregular de manera piramidal.

Imagen 1. Morfologia de Trichoderma reesei

Fuente: Irma Salovuori, VTT Biotechnology

1.6.1 Principales factores que influyen en el crecimiento de Trichoderma
reesei:

57 PALOHEIMO,Marja; HAARMANN,Thomas y MAKIEN,Susana. Production of Industrial Enzymes
in Trichoderma Reesei.
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1.6.1.1 Temperatura. Es un factor importante para determinar la tasa de
crecimiento de los microorganismos, la germinacion de las esporas, crecimiento
del micelio y produccion de metabolitos, la gran mayoria de los hongos se
desarrollan en rangos de temperatura mesofilicos entre 10° y 40°C sin embargo el
rango 6ptimo de temperatura para este tipo de hongos es entre 15y 30°C.%®

1.6.1.2 Disponibilidad de agua. La disponibilidad de agua tiene un efecto
critico en la produccion de enzimas por parte de los hongos ya que puede afectar
la germinacién de la espora, asi como el crecimiento del micelio, por este motivo
en la fermentacion sélida los niveles de humedad tienen que ser éptimos, ya que
un nivel mayor causa una disminucion en la porosidad, modificacion en la
estructura, disminucion en la transferencia de oxigeno, mientras que un nivel
menor causa una modificacion en la tension de agua reduciendo la solubilidad de
los nutrientes presentes en el sustrato solido, el contenido de agua en el sustrato
sélido generalmente varia en un rango entre el 30 y el 75% °°.

1.6.1.3 pH. Este juega un papel fundamental en la produccién de enzimas
extracelulares en los hongos, de este modo la mayoria de cepas de Trichoderma
crecen en un amplio rango de pH entre 2 a 6 con su punto 6ptimo en 4.

El microorganismo Trichoderma reesei tiene un sistema celulitico dividido en tres
enzimas principales, exoglucanasas especialmente la celobiohidrolasa la cual
libera la celobiosa que corresponde a un dimero D-glucosa desde los extremos de
la cadena de celulosa, endoglucanasas ubicadas aleatoriamente en la cadena de
celulosa y las glucosidasas encargadas de producir D-glucosa partiendo de los
productos de descomposicién oligoméricos solubles.®°

1.7 METODO DE CUANTIFICACION DE ESPORAS

Los recuentos celulares son procedimientos que tienen como objetivo determinar
el nimero de células comprendidas en una unidad de volumen, uno de los
métodos utilizados para este procedimiento es el conteo por cAmara de Neubauer,
la cual es una placa gruesa de cristal con forma de portaobjetos con
aproximadamente longitudes de 30 x 70mm y con espesor de 4mm, la parte
central de la camara la cual es la zona donde se realiza el conteo esta dividida en
3 segmentos los cuales son pulidos y esmerilados, en el campo central se ubican
dos cuadriculas de recuento grabadas separadas una de la otra. !

%8 NAMPOOTHIRI,K. Madhavan, et al. Process Optimization for Antifungal Chitinase Production by
Trichoderma Harzianum. 2004. p. 1583-15901359-5113

% PEREZ-GUERRAN., et al. Main characteristics and applications of solid substrate fermentation.
En: Electronic Journal of Environmental, Agricultural and Food Chemistry. vol. 2, no. 3, p. paper 1

60 |pid., p 12

61 JIMENEZ,Orlando y ALSINA,Maria Jesls. Camaras de recuento. En: Revista Del Laboratorio
Clinico. vol. 5, no. 1, p. 1-2
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Cada cuadricula de recuento esta conformada de 9 cuadrados grandes los cuales
cuentan con 1mm? de area cada uno, a su vez estos estan divididos en 16
cuadrados con aristas de 0,25mm, el cuadro central esta dividido en 25 cuadros
medianos con aristas de 0,2mm, los cuadrados medianos presentan en todos los
lados lineas limite triples donde la linea central es la frontera y determinan si las
células ubicadas en esta zona deben ser contadas o no.%?

Figura 7. Cuadriculas de la cAmara de Neubauer.
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Fuente: BASTIDAS,Oscar. Conteo  Celular con
Hematocitometro. En: Neubauer Chamber Cell Counting ,
Celoromics.

Adicionalmente para llevar a cabo el conteo de las células la camara debe ser
cubierta por un cubreobjetos de cristal de aproximadamente 22 mm x 22 mm el
cual se ubica en el centro de la camara delimitando un espacio entre la camara y
el cubre objetos de 0,1 mm, para llenar la camara se hace uso de una pipeta que
permite medir una alicuota de liquido con una elevada precision. %3

1.8 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

1.8.1 Método del DNS. EI DNS es un método de colorimetria en el cual se da
una reduccion del &cido 3,5- dinitrosalicilico en presencia de calor y de los
azucares reductores que entran en contacto, con el cual determina la presencia
de grupos carbonilos libres (C=0) de los azucares reductores, de tal modo que se
obtiene un cambio de color visible de amarillo a rojo de tal forma que una mol de
azucar reacciona con una mol de acido presentdndose asi una reaccion
estequiomeétrica que permite conocer la cantidad de azucares presentes en la

62 BASTIDAS,Oscar. Conteo Celular con Hematocitometro. En: Neubauer Chamber Cell Counting ,
Celoromics.
& Ibid., p. 2.
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muestra analizada.®* Estos cambios se leen a través de un espectrofotometro a
una longitud de onda determinada normalmente 540nm. La concentracion de
azucar presente en la muestra problema es determinada por la linea recta creada
en la curva de calibracion del azucar patrén empleado, la grafica lleva como

coordenada “y” la absorbancia y en el eje “X” se lee la concentracion de glucosa.

La reaccion se puede observar en la figura 8, esta reaccion ocurre debido al grupo
OH libre que se presentan en los azUcares reductores, al calentar la muestra se da
la oxidacién del azicar mientras que el DNS se reduce.

Figura 8. Reaccién entre DNS y azUcares.
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Fuente: Manuel Tena Aldave y Jesus V. Jorrin Novo. 31. Extraccién Y Ensayo De La
Actividad Invertasa De Levadura. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,
Campus Universitario de Rabanale.

1.9 PINA (Ananas comosus)

La pifia de nombre cientifico Ananas comosus. Es originaria de América del Sur,
no se conoce con certeza el pais de su procedencia pero se cree que puede ser
de Brasil y Uruguay, y luego se propago a otros paises®. Esta planta pertenece a
la familia de las Bromeliaceas es de tipo herbaceo y perenne, cuenta con raices
que salen de la parte inferior de su tallo siendo muy superficiales ya que
normalmente se desarrollan en su mayoria en los primeros 15 centimetros del
horizonte del suelo, el tallo es corto donde se insertan las hojas ya que estan
dispuestas en forma de espiral de forma delgada y larga, las cuales pueden tener
mas de un metro, poseen un color verde oscuro. El fruto es de forma cilindrica que
se le denomina por su tipo infrutescencia, es decir esta formada por una
agrupacion de frutos, es carnoso y termina en una agrupacion de hojas, la pulpa
gue es la parte comestible es amarilla de diferentes tonalidades dependiendo de la

6 MILLER,G. L. Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of Reducing Sugar. En:
Analytical Chemistry. Mar 1,. vol. 31, no. 3, p. 426-428

% Fondo nacional de fomento de hortifruticultura. Plan De Negocios De Pifia,&nbsp;Programa De
Transformacion Productiva. 2013.
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variedad, fibrosa y con un buen aroma, la cual est4 rodeada de bracteas de color
verde las que pasan a un color amarillo al madurar.¢

Por sus privilegiadas condiciones climaticas Colombia es un pais donde se puede
escalonar durante todo el afio la produccién hortofruticola. Se cultiva en suelos
con un pH aproximado de 5,2 a 6,3, donde la temperatura promedia entre los 23°c
y 24°c y la humedad relativa fluctia en el rango de 65% y 75%°.

1.9.1 Variedades. En muchas regiones de Colombia se tiene la disponibilidad de
recursos hidricos y se cuenta con suelos que permiten el cultivo de distintas
variedades de pifia, a esto se le suma la expansion en su comercializacion y el
hecho de que el cultivo sea atractivo desde el punto de vista de la
rentabilidad, entre las variedades mas importantes que se cultivan en Colombia se
encuentran la Cayena Lisa, la pifia perolera, la pifia manzana, y Gold MD2.68

19.1.1 Cayena Lisa. Por lo general son frutos de forma tubular, medianos,
con peso promedio de 2.4Kg con hojas de color verde oscuro, de bordes lisos, son
largas y anchas, su céscara es de color amarilla, es lisa, tiene ojos hexagonales y
poco profundos, la pulpa es de color amarillo claro, tiene bajo contenido de fibra y
alto porcentaje de jugo. Presenta poca resistencia a la manipulacion, en Colombia
su cultivo es escaso y se da principalmente en el Valle del Cauca, su uso principal
es en la agroindustria.®®

Figura 9. Pifla Cayena Lisa

S, S ¢ N i
Fuente: DANE 'y Encuesta Nacional
Agropecuaria. Principales Caracteristicas Del
Cultivo De La Pifia (Ananas Comosus L.). 2016.

1.9.1.2 Pifia perolera. Es la variedad de pifia mas cultivada en Colombia,
es grande, de forma cubica, pesan alrededor de 2 Kg, es de color amarillo-naranja,
con ojos profundos, su corona tiene hojas cortas y medianas de color verde oscuro

8 DANE. Op. Cit., p. 2

67 fbid. p. 3

% Fondo nacional de fomento de hortifruticultura. Op. Cit, p. 3
6 DANE. Op. Cit., p. 3
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con bordes lisos. La pulpa es amarilla. Es bastante resistente al transporte. Tiene

contenido medio de fibra.”®
Figura 10. Pifia perolera.

U = il
Fuente: DANE y Encuesta
Nacional Agropecuaria.
Principales Caracteristicas Del
Cultivo De La Pifia (Ananas

Comosus L.). 2016.

1.9.1.3 Pifla manzana. Es una modificacién de la variedad perolera, es de
color rojo intenso cuando madura, tiene 0jos menos profundos que la peroleray es
menos tolerante a la manipulacion y al transporte. La pulpa de la fruta es de color

rosado palido.”
Figura 11. Pifla manzana

Fuente: DANE vy Encuesta
Nacional Agropecuaria.
Principales Caracteristicas
Del Cultivo De La Pifa
(Ananas Comosus L.). 2016.

7 ibid., p. 3
71 Ibid., p. 3
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19.14 Pifla Gold MD2. Denominada también pifia Gold o Golden, esta
variedad es la que posee mas contenido de azlcares, por lo que es la variedad
escogida para la realizacion de la presente investigacion, el fruto es mas pequefio
comparado con otros, con forma es mas simétrica y uniforme, la pulpa es de color
amarillo brillante.”?

Figura 12. Pifia Gold MD2
SERN O & N

Fuente: DANE y Encuesta Nacional
Agropecuaria. Principales Caracteristicas
Del Cultivo De La Pifia (Ananas Comosus
L.). 2016.

1.9.2 Residuos utilizados. La pifia es la tercera fruta tropical de importancia
economica en el mundo, su produccion a nivel mundial, entre 2006 - 2010, fue de
17,5 — 18 millones de toneladas de fruta fresca, paralelo al crecimiento en area
cultivada y a las ventas de este producto, se da un incremento en subproductos
gue se obtienen de este cultivo, como la planta entera, los rastrojos (plantas sin
raices), las coronas, los tallos, las cascaras, la pulpa y el corazén, para este
trabajo en particular se analiza las cascaras debido a que como en la totalidad de
la planta y fruto se encuentra celulosa y hemicelulosa la cual puede ser convertida
en azlcares reductores es util para la produccion de etanol, pero al ser un residuo
de un producto de alimentacién no interfiere con el consumo humano.”®

1.9.3 Composicién quimica. La composicion quimica de las cascaras de pifia
dependen de una serie de factores como, su variedad, las condiciones del cultivo y
el grado de madurez del fruto que generan una variacion de los compuestos
presentes en el material, estos a su vez determinan el comportamiento del
sustrato frente a una reaccion de hidrélisis.”* En la tabla 1 se encuentran los
promedios de resultados para la caracterizacion de cascaras de pifia de la
variedad MD2.

2 |bid., p. 3

? MORENO,Antonio, et al. A review of biological delignification and detoxification methods for
lignocellulosic bioethanol production. En: Critical Reviews in Biotechnology. vol. 35, no. 3, p. 342-
354

4 Karla Ramirez Amador, et al. Xylose from lignocellulosic waste in the production and industrial
processing of pinneaple (Ananascomusus). En: Uniciencia. Mar 1,. vol. 26, no. 1y2, p. 75-89
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Tabla 1. Composicién de las cascaras de pifia variedad MD2

Ensayo Resultado
Humedad 7,46% (£ 0,01)
Cenizas 4,25% (£ 0,01)
Solubilidad en agua fria 29,32% (+ 0,01)
Solubilidad en agua caliente 30,93% (= 0,01)
Solubilidad ciclohexano-etanol 24,74% (= 0,02)
Lignina 9,05% (x 0,02)
Celulosa 41,19% (+ 0,01)
Holocelulosa 65,61% (= 0,01)
Xilano 28,4 g/L (£ 0,04)

Fuente: AMADOR, K. CARRILLO, O. ALVARADO, P. VEGA, J. Obtencion de xilosa a partir de
desechos lignocelulésicos de la produccién y proceso industrial de la pifia (Ananas comosus).
Revista Uniciencia 26. p 75-89. Costa Rica. 2012.

Segun Lopez Herrera et al. No todo el fruto de pifia tiene la misma composicion
guimica, esta varia dependiendo de cada una de las partes que lo conforman y del
estado del material.”

1.10 PRODUCCION DE PINA EN COLOMBIA

En Colombia el mercado de la pifia Golden MD2 crecié un 100% para el afio 2016
y se ha posicionado como una de las de mayor demanda en territorio colombiano
y la mas cotizada en el mercado externo, después del banano, la pifia constituye
uno de los productos frutales mas significativos en el consumo de los hogares, 76
sin embargo en su proceso productivo se generan subproductos, que conllevan
problemas ambientales y no se han establecido acciones para aprovechar los
residuos y dar mayor valor agregado.

De acuerdo con las cifras reportadas por la Encuesta Nacional Agropecuaria
ENA’’, en el afio 2015 se sembrd un total 8.871 hectareas de cultivo de pifia, de
las cuales el 51,38%, era el area productiva. El departamento de Valle del Cauca
mostrd el mayor porcentaje con un 35,22%, seguido de Quindio con el 25,29%,
Santander 11,68 %, Cauca 10,82 % y Casanare con 7,20 %. El restante 9,79 %
los produjo otros 12 departamentos.

SLOPEZ-HERRERA; Rodolfo; ROJAS-BAURILLON Augusto. Meta-analisis de los subproductos de
pifia (Ananas comosus) para la alimentacién animal. En: Agronomia Mesoamericana,. vol. 25, no.
2, p. 383-392

6 NEIRA-GARCIA,Ana Maria; MARTINEZ-REINA,Antonio Maria y ORDUZ-RODRIGUEZ,Javier
Orlando. Analisis del mercado de pifia Gold y Perolera en dos principales centrales mayoristas de
Colombia. En: Corpoica Ciencia Y Tecnologia Agropecuaria. May 1,. vol. 17, no. 2, p. 149-165

" ENCUESTA NACIONAL AGROPECUARIA ENA 2015. Técnico Bogota, 01 De Junio De 2016.
2016.
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Por lo general se realizan dos cosechas y segun la variedad de la pifia y de los
factores agroambientales se pueden dar de 15 a los 24 meses y otra de 15 a 18
meses posteriores a la primera cosecha.

Grafico 1. Volimenes de pifia por departamento en Colombia
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Fuente: DANE y ENA. Principales Caracteristicas Del Cultivo De La Pifia (Ananas Comosus L.).
2016.

Segun cifras del DANE en el 2014, los cultivos frutales en Colombia abarcan
alrededor del 41,9% del total del area agricola sembrada, estas frutas son en su
mayoria banano, pifia, citricos y aguacate.

Figura 13. Cultivos frutales en Colombia.

Banano Comiin

Otros frutales Citricos

Fuente: DANE. Censo Nacional Agropecuario 2014.
Portafolio. Bogota. Aug 20.
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2. SELECCION DE MUESTRA DE PINA

La variedad de pifia escogida fue Golden MD2 también conocida como pifia
Golden, con el fin de continuar con la linea de investigacion del semillero
BIOTECFUA en el que se investigo la produccion de bioetanol y xilitol a partir de
las cascaras de pifia Golden y se buscaba investigar una técnica sencilla y
econdmica para su obtencion. Ademas la pifia Golden se caracteriza por su gran
contenido de azlcares, como glucosa, fructosa, sacarosa los cuales representan
cerca de un 85% de los sdlidos totales y la fibra representa un 2 a 3% y en menor
proporcion se encuentran también acidos organicos, sales, proteinas minerales,
pigmentos, gomas, pectinas entre otros.”® Las cascaras de la pifia, contienen el
11% de sdlidos solubles, de los cuales del 75 a 80% son azucares, del 7 a 9% es
acido citrico.

2.1PARAMETROS DE EVALUACION

La seleccion de la pifia se realizo teniendo en cuenta los parametros establecidos
por la norma técnica colombiana NTC 729-17° en la que todas las categorias de
pifia deben estar sujetas a los requisitos, tolerancias permitidas y cumplir ciertas
caracteristicas fisicas para su comercializacion y consumo, para el desarrollo de
esta investigacion se tomaron en cuenta las siguientes:

e Deben estar sanas (libres de atagues de insectos y/o enfermedades
gue demeriten la calidad interna del fruto).

e Deben tener ojos bien formados y llenos.

e Deben presentar un aspecto fresco y consistencia firme.

e Deben estar exentos de cualquier olor y/o sabor extrafio (provenientes de
otros productos, empagues o recipientes y/o agroquimicos, con los cuales haya
estado en contacto).

e Deben estar exentas de quemaduras del sol.

2.1.1 Requisitos de madurez. La madurez de la pifia se aprecia visualmente por
su color externo y se puede confirmar su estado por medio de la determinacion de
los soélidos solubles totales y el rendimiento del jugo. Teniendo en cuenta que la
fruta inicia su madurez por la base, hacia la corona, en la siguiente Tabla de
Color se puede observar el estado de maduracion de las cascaras de pifia (Figura
14.)

8 SANCHEZ-HERNANDEZ, et al. Produccion De Pifia Cayena Lisa Y MD2 (Ananas Comosus L.)
En Condiciones De Loma Bonita, Oaxaca. 2015.
7 JICONTEC. NORMA TECNICA COLOMBIANAG&Nbsp;NTC 729-1. 1996.
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Figura 14. Tabla de color de maduracién de la pifia.

0 L 2 3 4 5 6
Fuente: ICONTEC. NORMA TECNICA COLOMBIANA&nbsp;NTC
729-1.1996. P 6.

COLOR 1: algunos ojos del tercio basal han disminuido en la intensidad del
verde y surge un leve tono amarillo.

COLOR 2: en la base del fruto se incrementa la cantidad de ojos de la
coloracion verde con leves tonos amarillos.

COLOR 3: aumenta la intensidad del amarillo en los ojos del tercio basal.

COLOR 4: en la zona basal de la fruta se presenta mayor cantidad de ojos de
coloracion amarilla con visos anaranjados y muestra ademas ojos de color verde
con leves tonos amarillos en la zona media y de la corona.

COLOR 5: en la zona basal y media se aprecia una coloracién amarilla con visos
anaranjados. En la zona de la corona aumenta la cantidad de ojos color verde
amarillento.

COLOR 6: el fruto presenta una coloracion completamente anaranjado.

Por otro lado los valores minimos y maximos de soélidos solubles totales, que
deben presentar cada uno de los estados identificados en la figura 14. Son los
siguientes:

Cuadro 3. Contenido de sélidos solubles expresado como grados Brix

COLOR 0 1 2 3 4 5 6

°Bx (Min) 9,3 11.0 | 126 | 132 | 136 | 141 | 145

°Bx (Max) 115 | 129 | 135 | 138 | 143 | 151 | 15.6
Fuente: ICONTEC. NORMA TECNICA COLOMBIANA&nbsp;NTC 729-1. 1996. P 6.
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De acuerdo con la figura 14. Se establecid para la obtencion de residuos un grado
de maduracion 4 a 5; maduracion donde se encuentra una adecuada
concentracién de azUcares. Se descartaron los grados 0 a 3 y 6. Los grados de 0
a 3 indican una pifia verde y su cascara no es viable debido a su temprana
recoleccion, lo que la hace propensa a presentar problemas de pudricion,
oscurecimiento, dafio en los fruticulos, presencia de mohos, dafios fisiolégicos y
dafios mecanicos, por otro lado el grado 6, muestra una pifia totalmente madura, y
Su cascara es propensa a una rapida descomposicion.
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3. METODOLOGIA

El desarrollo experimental se divide en una adecuacion y caracterizacion de las
cascaras de pifia, hidrolisis microbiolégica a partir de fermentacion sélida con el
hongo Trichoderma reesei, obtencion de azucares reductores y determinacion de
actividad enzimatica como se puede observar en el esquema 1.

Esquema 1. Proceso de obtencién de azlcares reductores

cascaras de pifia
Golden MD2

wi
THariss e
—— . — _— e -
azlcares reductores ITIICFOI]I0|OQICH microoranismo quimica \

3 i

3.1.1 Proceso de obtencion. Las cascaras de pifia se adquirieron en el centro
de acopio de Corabastos, este se encuentra ubicado en la ciudad de Bogota,
Colombia en la Carrera 58 No. 80 — 87 en donde las cascaras representan un
subproducto de su venta principal, estas fueron reunidas en bolsas aisladas,
recogidas el dia domingo 20 de marzo por un muestreo aleatorio simple.

3.1 OBTENCION DE RESIDUOS Y MUESTREO

w2l B

A continuacion se seleccionan una a una visualmente las cascaras que cumplen
con los requisitos previamente mencionados, verificando que sus caracteristicas
correspondan a las de la variedad Golden MD2, ademas se da especial atencion a
su color, que corresponda a una pifia madura, de grado de madurez 4 o 5 (ver
figura 14.), también a su limpieza, es decir que no estén mezcladas con otros
residuos, que estén libres de dafios ocasionados por insectos para evitar
crecimiento de microrganismos indeseados y a su vez se evallan sus propiedades
organolépticas cuidando que estén exentas de cualquier olor que indique un
estado de descomposicion.
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Debido a que los procesos de pre tratamiento no se pueden realizar el mismo dia
de la recoleccion de la muestra, se hace necesaria una adecuacion de las
cascaras para evitar una posible contaminacion por agentes externos o por la
presencia de microorganismos que modifiguen su composicién y aceleren el
proceso de fermentacion, estos procesos de trasformacion se dan principalmente
en condiciones de humedad elevada, y presencia de oxigeno, por lo que estas
condiciones se deben restringir durante el almacenamiento.

La primera etapa del acondicionamiento de la muestra consiste en un lavado con
agua potable y fria, posteriormente se elimina la pulpa de pifia que queda adherida
a la cascara, y se reduce su tamafio para facilitar su secado. Una vez seca se
almacena en frascos de vidrio sellados y se refrigeran®°,

3.2PRETRATAMIENTO FiSICO

En el pretratamiento mecénico se involucran dos procesos: secado y molienda,
estos se realizan con el objetivo de facilitar el desarrollo de los procesos
siguientes. La disminucién de tamafio de particulas permite un incremento del
area superficial especifica, disminucién del tiempo de digestion y del grado de
polimerizacion lo que permite incrementar los rendimientos de la hidrélisis.8?

3.2.1 Secado. Se uso una estufa marca TECNAL modelo TE-393/1 MP, con una
potencia de 1100W y un voltaje requerido de 220V en el Laboratorio de la
Universidad de América. La temperatura de secado fue de 80 + 2°C, durante 4h,
con esta temperatura se garantiza pérdida de humedad y a su vez que no se
degraden las estructuras de los azlcares presentes debido a una termélisis®2.

3.2.2 Molienda y tamizado. Para la molienda se utilizé un molino de martillo
marca SIEMENS, con una potencia de 2HP, velocidad de martillo de 1710rpm y
motor 1LF3, y se utilizd una malla de 3mm. Posteriormente se emplea un vibro
tamiz vertical marca Pinzuar LTDA, modelo PS-35, serie 1358, con voltaje
requerido de 110V, con 6 tamices, No. 20, 30,35,40,45 y 50 junto con una tapa y
un fondo. Se sitda el material en el tamiz superior y las particulas van pasando a
través de los tamices que tienen diferente luz de malla, finalmente se seleccionan
las particulas de diametro menor a 0.6mm (malla No. 30), tamafio que asegura un

8 RAMIREZ,Sandra y REYES,Camila. Aprovechamiento De Residuos Lignocelulésicos De La
Ananas Comosus (Pifia) Para La Produccion De Xilitol Por Hidrélisis Enzimética. Fundacion
Universidad de América, 2017.

81 DELGENES,J. P.; PENAUD,V. y MOLETTA,R. Pretreatments for the Enhancement of Anaerobic
Digestion of Solid Wastes. En: Cheminform. vol. 34, no. 13,

82 GALICIA Luis, et al. Protocolos De Laboratorio. Laboratorio De Calidad Nutricional De Maiz Y
Analisis De Tejido Vegetal&nbsp; 2012. p. 2-6
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aumento del area superficial de sustrato por lo tanto de area de contacto
disponible para la hidrélisis microbiol6gica®3.

3.3 CARACTERIZACION QUIMICA

La caracterizacion de las cascaras de pifia se realiz6 siguiendo normas técnicas
para determinar compuestos quimicos como el contenido de extraibles, por la
norma TAPPI 204 cm-97, celulosa, hemicelulosa por la norma ASTM D1103-55 T
y lignina por la norma TAPPI 222 om-02, y propiedades fisicas como contenido de
humedad, por la norma A.O.A.C 934.06 ya que estas propiedades interfieren en el
proceso de hidrdlisis microbiologica de celulosa y hemicelulosa para la obtencién
de azucares reductores.

La determinacion de la composicion de las cascaras de pifia permite hacer la
seleccion del microorganismo que se utilizara en la fermentacion sélida, y permite
ajustar las condiciones del sustrato para facilitar el proceso de hidrolisis
microbiologica.

3.3.1 Determinacion de humedad. Este andlisis se realiza segun la metodologia
de la norma Official Methods of Analysis A.O.A.C 934.06%* 15th Edition 1990. El
porcentaje de humedad se calcula haciendo uso de la ecuacion 1.

Se toma una capsula con tapa y se somete a secado en estufa a 105 + 2°C
durante una hora, esta se enfria en desecador de 30 a 45 minutos y se pesa (m,).
Se pesan en la capsula 5g de muestra de la cascara previamente homogeneizada
(m,). Se somete el conjunto anterior a calentamiento en estufa a 105 + 2°C
durante 4 horas, se enfria en desecador de 30 a 45 minutos y se pesa (m3). Se
repite el procedimiento anterior para el conjunto del crisol con la muestra hasta
obtener peso constante.

La humedad del producto expresada en porcentaje, es igual a:

Ecuacion 1. Determinacién de porcentaje de humedad

m-o—m
%Humedad = ﬁ
21ty

* 100

Donde:

m1: masa del crisol vacio y de su tapa.

m2: masa del crisol tapado con la muestra antes del secado.
m3: masa del crisol con tapa mas la muestra desecada

8 NINO,Lilibeth; ACOSTA Alejandro y GELVEZ,Ricardo. Evaluacion de pretratamientos quimicos
para la hidrélisis enzimatica de residuos lignocelulésicos de yuca. En: Revista Facultad De
Ingenieria Universidad De Antioquia. no. 30, p. 155-168

84 Codex-Adopted—AOAC Method. AOAC Official Method 934.06 Moisture in Dried Fruits. 2000.
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3.3.2 Determinacion de extraibles. Los extraibles son materiales solubles en
agua y solventes organicos y generalmente representan una pequefia fraccion de
la planta, pero no por ello dejan de ser de gran importancia en las caracteristicas y
propiedades de ella. Con la extraccion se pueden remover taninos condensados,
resinas, ceras, grasas, clorofilas, carotenoides y algunas proporciones de
gomas.®

La determinacion del porcentaje de extraibles se realiza siguiendo la metodologia
de la norma TAPPI 204 cm-97%. El porcentaje de extraibles se calcula haciendo
uso de la ecuacion 2.

Se pesan 7,5g de pifia seca, molida y tamizada, se deposita en un dedal de
extraccion dentro de un equipo soxhlet.

Como solvente se usa una mezcla de 200mL de hexano y 150mL de etanol y se
ajusta la llama para recircular el solvente 3 veces por hora. Luego de 4 horas se
transfiere la muestra sin extraibles a un crisol de peso conocido, se seca en la
mufla a 105°C durante 4 horas, se transfiere a un desecador por 30 minutos, se
pesa y se continla secando hasta peso constante.

Ecuacion 2. Determinacion de porcentaje de extraibles.

Peso seco de la muestra — Peso de la muestra sin extracto
*

% Extraibles = 100

Peso de la muestra de la pifia

3.3.3 Porcentaje de lignina. La lignina es la principal responsable de la rigidez
en las paredes de las células vegetales, también puede llegar a ser una proteccion
frente al ataque de gérmenes patégenos y agresiones mecanicas.®” por tal motivo
es importante medir la cantidad inicial de lignina presente en la pifia para asi
determinar la cantidad de material que debe ser extraida en el pretratamiento para
qgue el proceso de hidrélisis sea mas efectivo teniendo en cuenta que sera mas
facil acceder para convertir en azlUcares reductores.

3.3.3.1 Lignina insoluble en &cido. La determinacion del porcentaje de
lignina insoluble en &cido se realiza siguiendo la metodologia TAPPI Reaffirmation
of T 222 om-02.88

8 BARROSO CASILLAS,Miguel. Pretratamiento De Biomasa Celulésica Para La Obtencién De
Etanol En El Marco De Una Biorrefineria. E.U.I.T. Forestal (UPM), 2010. p. 115

8 TAPPI. Solvent Extractives of Wood and Pulp

(Proposed Revision of T 204 Cm-97). 2007.

87 Hector Fabio Montafio Morales. Produccién De Bioetanol a Partir De Material Lignocelulésico De
Moringa Oleifera. Universidad Nacional de Colombia, 2014.

8 TAPPI. Acid-Insoluble Lignin in Wood and Pulp

(Reaffirmation of T 222 Om-02)&nbsp; 2006.
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Se pesan 500mg de pifia seca, molida y tamizada por medio de una malla No. 40
y 45, libre de extraibles y con humedad conocida.

La muestra se pone en un beaker y se agregan 15mL de acido sulfurico al 72 %
gradualmente en pequefios incrementos mientras se revuelve y macera el material
con un agitador de vidrio. El vaso de precipitados debe mantenerse en un bafio a
2+1°C.

Después de que la muestra se haya dispersado, se cubre el vaso con un vidrio de
reloj y se mantiene en un bafio a 20 £ 1 °C durante 2 h. Se revuelve el material
para garantizar una solucion completa.

Se agrega agua destilada al matraz y se diluye hasta una concentracion del 3% de
acido sulfarico, se hierve la solucion por 4 h, manteniendo un volumen constante
mediante la adicion frecuente de agua caliente.

Se filtra la suspension en papel filtro y se lava con agua destilada hasta pH neutro,
se seca el crisol con lignina en un horno a 105 + 3°C hasta peso constante, se
enfria en desecador y se pesa. La masa obtenida es la lignina insoluble en &cido
presente.

La solucion filtrada (hidrolizado) se utiliza para la determinacion de lignina soluble
en acido.

3.3.3.2 Lignina soluble en acido. La determinacién del porcentaje de
lignina soluble en &cido se realiza siguiendo la metodologia LAP-004.8°

Se utiliza la solucion obtenida después de filtrar la lignina insoluble, mediante
método espectrofotométrico, para esto se configura y calibra el espectrofotometro,
se mide la absorbancia del hidrolizado a 205nm, usando una celda de 1 cm. Como
un blanco de referencia se debe usar una solucion al 4% de H2SO4.

Si la lectura de absorbancia excede 0,7, la muestra debe diluirse. Diluya la
muestra de manera que la lectura de absorbancia resultante esté entre 0.2y 0.7.

El blanco debe diluirse en la misma proporcion.
Para calcularla se utiliza la siguiente ecuacion:

Ecuacion 3. Porcentaje de lignina soluble en acido.

A L
—_— df *V % ——rn——
_bxa’ 1000mL
%ASL = W T * 100
100

8 EHRMAN,Tina. Determination of Acid-Soluble Lignin in Biomass. En: The Science Teacher. Mar
1,. vol. 80, no. 3, p. 48
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Dénde:

A=absorbancia a 205nm.

df = factor de dilucion.

b = longitud de celda, 1 cm.

a = absortividad, igual a 110 L / g-cm

V = Volumen filtrado obtenido en la determinacion de lignina insoluble en acido
expresado en mL.

W = peso de la muestra de biomasa inicial en gramos.

% Tfinal =% del contenido total de sélidos de la muestra de biomasa calculado asi:

Ecuacién 4. Contenido de s6lidos de la muestra de biomasa.

Peso seco de la muestra mas papel filtro — peso del papel filtro
*

%Tfinal = 100

Peso de la muestra humeda

3.3.4 Determinacién de holocelulosa. La determinacién de holocelulosa se
realiza siguiendo la metodologia descrita en la norma ASTM D1104.%°

Se pesan 2.5¢g de pifia seca, libre de extractivos, molida y tamizada por medio de
una malla No. 40. Se agregan 80mL de agua destilada a 75°C, 0.5mL de &cido
acético y 1g de clorito de sodio al 80%. El matraz se mantuvo a 75°C durante 60
minutos, en cuyo momento se afiadieron 0,5 ml adicionales de acido acético y 1g
de clorito de sodio al 80% (p / p). El ciclo de 60 minutos se repitié en el transcurso
de 4 horas. Al final del periodo de 4 horas, el matraz se enfri6 con agua para
detener la reaccion. La mezcla se filtr6 usando un matraz de kitasato y una bomba
de vacio; se secé a 105°C hasta peso constante, el peso final es la holocelulosa,
puede calcularse el rendimiento de holocelulosa siguiendo la ecuacién 5.

Ecuacion 5. Porcentaje de holocelulosa.

peso de holocelulosa
% Holocelulosa = * 100
peso seco de la muestra

3.3.5 Determinacion de celulosa y hemicelulosa. La determinacién de celulosa
se lleva a cabo siguiendo la metodologia de la norma ASTM D1103-55 T.°!

Se pesa 1g de holocelulosa obtenida en analisis de cuantificacién de holocelulosa
(descrita anteriormente) se hace reaccionar con 25mL de hidroxido de sodio al
17,5% durante 45 minutos, luego se diluye con 30mL de agua destilada, se agita y

% American Society for Testing Materials. ASTM D1104-56 Method of Test for Holocellulose in
Wood. University of Florida, George A. Smathers Libraries, 1959b.
% American Society for Testing Materials. ASTM D1103-55 T Method of Test for Alpha-Cellulose in
Wood. University of Florida, George A. Smathers Libraries, 1959a.
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se deja reposar. La suspension de fibra se filtra al vacio, lavando con hidroxido de
sodio al 17,5% y agua destilada. Se agregan 15mL de acido acético al 10%
durante 5 min mientras se continda aplicando vacio, la a-celulosa neutralizada se
lava con agua destilada. La muestra obtenida se lleva a secado a 105°C por 4
horas, se transfiere a un desecador por 30 minutos, se pesa, el peso final es la a-
celulosa. El rendimiento se calcul6 con la ecuacion 6.

Ecuacion 6. Porcentaje de celulosa.

peso de celulosa
% Celulosa = * 100
peso seco de la muestra

La cantidad de hemicelulosa es determina a través de la diferencia entre la
cantidad inicial de holocelulosa y la cantidad de celulosa, empleando la ecuacién
7.

Ecuacion 7. Porcentaje de hemicelulosa.

) Peso de holocelulosa — peso de celulosa
% Hemicelulosa = * 100
peso de holocelulosa

3.4 METODO DE CUANTIFICACION DE ESPORAS

El conteo celular en camara de Neubauer se realiza siguiendo la metodologia
descrita a continuacion:

Se realiza una preparacién de la muestra: cada tipo de muestra a medir debe
cumplir con unos parametros de concentracibn aptas para Su conteo,
generalmente el rango de concentraciones que un hematocitbmetro (camara de
Neubauer) puede contar esta entre 2,5x10°> y 2,5x10° células por mL, si la
concentracion de células es menor al valor aconsejado no es posible realizar una
estimacion lo suficientemente confiable del contenido de células, si por el contrario
el nimero de células es superior a 2,5 millones la probabilidad de cometer errores
aumenta de forma considerable al momento de realizar el conteo, por tal razon si
se supera esta concentracion la muestra debe ser diluida para aproximarse al
rango 6ptimo.%?

Teniendo la concentracién adecuada para el recuento se introduce la muestra a la
camara, para esto es necesario tomar una alicuota de 10 micro litros de la mezcla
preparada, se pone un cubreobjetos sobre la cAmara y la punta de la pipeta se
ubica en la base del cubre objetos, en el extremo de la camara, por capilaridad se
deja que el liquido penetre entre la cavidad formada por ambas superficies.

92 BASTIDAS. Op. cit., p. 2
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La cAmara de Neubauer es ubicada en la base del microscopio y se fija con ayuda
de la pinza ubicada en dicha base, a continuacion se enfoca el microscopio hasta
que puedan verse de forma clara las células, se ubica la imagen en el primer
recuadro de la camara para iniciar el conteo, en esta etapa existe una convencion
por la cual si la célula toca el limite superior o el limite izquierdo de las lineas,
deben contabilizarse dentro de esta zona, las células ubicadas en los otros limites
no se contabilizan en este recuadro si no en el recuadro donde estos limites
corresponden al limite superior e izquierdo, con el fin de no contar mas de una vez
la misma célula.

Una vez realizado el conteo se utiliza la siguiente ecuacion para determinar la
concentracion de la mezcla.

Ecuacién 8. Concentracion celular.

numero de células

Concentracién (cel/ml) = volumen (ml)

El valor del volumen debe ser calculado teniendo en cuenta las dimensiones del
recuadro donde se realiz6 el conteo, el volumen del recuadrado es igual a:

01cm+*0,1cm = 0,01 cm?de superficie
0,01 cm? * 0,1 mm (profundidad) = 0,01cm? = 0,01cm = 0,0001 cm 3
0,0001 cm 3 = 0,0001 ml

El nimero de células es la suma de células presentes en los recuadros, el
volumen corresponde al total de los recuadros donde se realiz6 el recuento. %

En caso de haber sido necesario realizar una dilucion y adicionalmente que el
recuento se haya realizado en cuadros grandes en una camara de Neubauer la
formula quedara:

Ecuacién 9. Concentracion celular en caso de dilucion.

numero de células x 10000

Concentraci6n (cel/ml) = volumen (ml) x diluciéon

3.5 HIDROLISIS MICROBIOLOGICA

Los microorganismos mas comunmente empleados en la fermentacion sdlida son
los hongos filamentosos, seguidos de las levaduras, los actinomicetos y las
bacterias. Los hongos filamentosos son los microorganismos mas eficientes en la
degradacion de sustratos solidos por su potencial de excrecidbn de enzimas
hidroliticas, y el crecimiento mediante hifas por lo que resulta mas facil su

% BASTIDAS,. Op. Cit. p 3.
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colonizacion y la utilizacion de los nutrientes disponibles debido al poder de
penetrar en el sustrato sdlido.

En esta investigacion el microorganismo seleccionado para realizar el proceso de
hidrélisis de las cascaras de pifia es el hongo filamentoso Trichoderma reesei,
debido a que estos microorganismos corresponden al grupo de hongos de
podredumbre blanca, los cuales han evolucionado con la capacidad de degradar
los componentes principales de la pared celular vegetal como la lignina, celulosa y
hemicelulosa.®* Este proceso de degradacién ocurre debido a la presencia de
enzimas degradadoras de lignina conocidas como lacasas y peroxidasas.®

Por otro lado, conocer la composicidn del sustrato utilizado como soporte para la
fermentacion en estado sélido y hacer un correcto pretratamiento fisico es esencial
ya que de ello depende el éxito del proceso. En cada reactor se introducen 100g
de céscaras de pifia molidas y tamizadas con un tamafio de particula inferior a
0.6mm, como fuente de carbono y se ajusta su humedad a 70%, posteriormente,
los reactores con los residuos se esterilizan en autoclave a 15psi, 120°C, durante
30 min, se dejan enfriar hasta 22°C y en forma aséptica se inocula con una
solucién de medio de cultivo de 5,06x108 esporas/mL de Trichoderma reesei.

Los biorrecatores se ubican en la estructura de rotacion y ésta dentro de una caja
hecha de poliestireno expandido para conservar su temperatura alrededor de 20°C
la cual es controlada por medio de un indicador de temperatura ubicado en el
interior de los biorreactores estando en contacto con el sustrato durante 20 dias
aproximadamente.

3.6 ADECUACION DE LA MUESTRA HIDROLIZADA

Para la adecuaciéon de la muestra se siguid la metodologia descrita por
Muniswaran et al®. Para 10 gramos de sustrato hidrolizado, se agregan 100mL de
agua destilada y se agita a 130 rpm a temperatura de 28°C durante 2 horas. La
mezcla se filtra a través de una tela de nylon de malla 200. La porcion liquida se
centrifuga a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4°C, el sobrenadante se usa para
analizar los azucares reductores y la actividad enzimatica. La porcidon soélida se
utiliza para determinacién de actividad enzimatica.

% SANCHEZ,Carmen. Lignocellulosic residues: Biodegradation and bioconversion by fungi. En:
Biotechnology Advances. vol. 27, no. 2, p. 185-194

% KUMAR,Adepu y SHARMA,Shaishav. Recent updates on different methods of pretreatment of
lignocellulosic feedstocks: a review. En: Bioresour Biopreocess. vol. 4, no. 1,

% MUNISWARAN,P. K. Ananda; SELVAKUMAR,Pitchaivelu y Charyulu, N C L Narasimha.
Production of cellulases from coconut coir pith in solid state fermentation. En: Journal of Chemical
Technology AND Biotechnology. Jun. vol. 60, no. 2, p. 147-151

59



3.7 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

La determinacién de azlcares reductores se lleva a cabo haciendo uso del método
DNS desarrollado por Miller®”. Se analiza cada tratamiento de hidrélisis
previamente realizado.

3.7.1 Preparacién del reactivo &acido 3,5 dinitrosalicilico. El reactivo es
preparado en caliente, pesando 0,59 de acido 3,5 dinitrosalicilico, 15g de sal
Rochelle (Tartrato de Na-K) y 0,8g de NaOH. Se disuelve el NaOH en 40mL de
agua destilada, luego en agitacion es agregado lentamente el tartrato de Na-K y se
afade lentamente el &cido 3,5 dinitrosalicilico. El recipiente se pone en bafio de
maria a una temperatura de 92°C con agitacion constante por aproximadamente
una hora, de manera que pasado este tiempo no se observen particulas sélidas de
las sustancias utilizadas; se enfria el reactivo y se completa con agua destilada a
un volumen de 50mL, se filtra y almacena inmediatamente en frasco de ambar
debido a que este es sensible a la luz.

3.7.2 Curva de calibraciéon método DNS. Para la construccion de la curva de
calibracion por medio de la cual se determinaran las concentraciones
desconocidas de azUcares presentes en las muestras hidrolizadas se debe
preparar una solucidon patron de glucosa cuya concentracion sea de 2g/L,
posteriormente se realizan diluciones, finalmente se realiza la medicion de las
absorbancias de cada una de estas muestras a una longitud de onda de 540nm,
las cuales son graficadas versus la concentracién conocida de glucosa y de esta
forma poder realizar la linealizacion para obtener una ecuacion en donde se
reemplazara el valor de las absorbancias de las muestras hidrolizadas para
obtener la concentracién de azucares en la muestra. %

3.7.3 Cuantificacion de azlcares. inicialmente para obtener un medio liquido al
cual se le pueda medir la absorbancia es necesario que para cada gramo de
sustrato inicial se le agreguen 10mL de agua destilada los cuales son agitados a
130rpm a temperatura de 27°C durante dos horas, esta mezcla se filtra por medio
de un papel filtro millipore de 0,45 micrémetros del cual se obtiene una porcion
liquida que debe ser centrifugada a 10000rpm durante 15 min a 4°C de este
proceso se obtendra un sobrenadante® el cual se utilizara para la mediciéon de
azucares reductores mediante el método DNS haciendo uso del reactivo
previamente preparado.

9 MILLER., Op. Cit., p 2.

% GAITAN,Diana y PEREZ Liliana. Aislamiento Y Evaluacion De Microorganismos Celuloliticos a
Partir De Residuos Vegetales Frescos Y En Compost Generados En Un Cultivo De Crisantemo
(Dendranthema Grandiflora). Pontificia universidad Javeriana, 2007.

% MOHTAR,Wan; MUHANNAD,lllayan y KADER,Jalil. Solid subtrate and submerged culture
fermentation of sugar cane bagasse for the production of cellulase and reducing sugars by a local
insolate, Aspergillus terreus SUK-1. En: Journal of Microbiology and Biotechnology. vol. 10, no. 5,
p. 770-775
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En tubos de ensayo se adicionan 0,25mL de cada una de las muestras
hidrolizadas, de las cuales se desconoce la concentracion de azucar, se agrega
0,25mL de reactivo DNS, se agitan los tubos en vortex, se calientan en bafio maria
a una temperatura de 92°C por 10 min. Cuando el acido 3,5-dinitrosalisilico es
reducido en presencia de calor, por el contacto con azlcares reductores, se
desarrolla un cambio de color de amarillo a naranja ladrillo, se sumergen en agua
fria por 10min para frenar la reaccidén y se agregan 2,5mL de agua destilada; el
cambio de coloracion puede determinarse por lecturas de densidad Optica,
haciendo uso de equipo de espectrofotometria a una longitud de onda de
540nm'%, Es necesario preparar el blanco adicionando 0,25mL de extracto de
pifia sin realizar el proceso de hidrdlisis y 0,25mL de reactivo DNS en un tubo de
ensayo al cual se le realiza el mismo proceso descrito anteriormente.

3.8 DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE CELULASAS TOTALES

Para la determinacién de la actividad total de celulasas en el sustrato se utiliza la

técnica de actividad de papel de filtro de acuerdo al procedimiento de Adney et
a|101

Para las muestras de enzimas se afade 1 tira de papel filtro Whatman No. 1 de
1lcm x 6¢cm la cual debe ser enrollada, se adiciona 1mL de buffer citrato de sodio
0.05M pH 4.8 y debe saturar la tira de papel de filtro, se toman 0,5mL del
sobrenadante obtenido después de adecuar la muestra hidrolizada como se indico
en el item 3.6. Se deben hacer al menos dos diluciones de cada muestra de
enzima, con una dilucion que libera un poco mas de 2,0 mg de glucosa (cantidad
absoluta) y una levemente menos de 2,0 mg de glucosa. Los valores esperados
segun lo descrito corresponden a 2,1y 1,9 mg de glucosa, respectivamente, para
estas dos diluciones. La mezcla se incuba durante 1h a 50°C, se agregan 3mL de
reactivo DNS para detener la reaccion y se mezcla bien.

La suspension se mezcla bien y los tubos se transfieren a un bafio de agua
hirviendo durante 5 minutos. Se deja enfriar y se afladen 20mL de agua destilada.
Finalmente, los tubos se dejan reposar durante al menos 20 minutos para permitir
gue la fraccibn sdlida se sedimente, y el sobrenadante se lee en un
espectrofotometro a 540 nm. Para la preparacion del blanco se sigue el mismo
procedimiento evitando la adicion del papel filtro Whatman para corregir la
cuantificacion de azucares reductores presentes en la preparacion de la enzima.
Los mg de glucosa producidos en esta prueba son la actividad del papel de filtro
(FP).

100 MILLER,G. L. Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of Reducing Sugar. En:
Analytical Chemistry. Mar 1,. vol. 31, no. 3, p. 426-428

101 ADNEY,B. y BAKER,J. Measurement of Cellulase Activities. Golden, Colo: National Renewable
Energy Laboratory, 2008.
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Para el calculo de la actividad de celulasas totales:

Se construye una curva patron usando cantidades absolutas de glucosa (mg /
0.5mL) trazadas contra 540nm. Usando este estandar, indicando los valores de
absorbancia de los tubos de muestra en glucosa. Indicar las diluciones utilizadas a
las concentraciones de enzimas:

1 Volumen de enzimas en dilucion

Concentracion = — = —
Dilucién Volumen total de dilucion

Estimar la concentracion de la enzima que habria liberado exactamente 2 mg de
glucosa al trazar la glucosa producida contra la concentracion de la enzima. Y
finalmente calcular la unidad de FPase (FPU):

0,37
FPU =
Concentraciéon de enzima para producir 2mg de glucosa

Las unidades de FPU se basan en la unidad internacional (1U)
1 IU = 1 micromol min-1 de sustrato convertido

= 1 micromol min-1 de glucosa formada durante la reaccion de hidrélisis
= 0,18 mg min-1 cuando el producto es glucosa
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4. PRE DISENO DEL BIORREACTOR ROTATORIO

En la figura 15 se puede observar el diagrama de instrumentos de la estructura del
biorreactor en donde se evidencia el uso de la bomba de aire para la aireacion, el
controlador de temperatura y el moto reductor que transfiere el movimiento.

Figura 15. P&ID montaje de biorreactor
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4.1 SELECCION DEL BIORREACTOR

Para la seleccion del biorreactor se toman en consideracion los criterios operativos
de disefio y control de la fermentacion en estado sdlido.

e Evitar la entrada de organismos que contaminen el medio y que contenga los
microorganismos deseados.

e El volumen del lecho debe permanecer constante, es decir que no haya
evaporacion.

e Asegurar el tiempo de residencia necesario para el crecimiento del
microorganismo.

e Mantener constante la temperatura.

e Se debe proporcionar oxigeno al cultivo para organismos aerobios por medio de
aireacion y agitacion.

e Facilidad en la inoculacion y control.

¢ Facilidad en mantenimiento y procedimientos para el llenado, vaciado y limpieza
de los biorreactores.

Para evaluar los criterios descritos en la seleccion del biorreactor se utiliza un
analisis basado en el proceso analitico jerarquico (AHP).

Se asigna un valor numérico a una escala de influencia arbitraria de 1 a 5 que

describe la importancia que tiene cada criterio en la toma de decision donde 1 es
“poco importante” y 5 “muy importante” que se puede ver en la tabla 2.
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Tabla 2. Importancia de los criterios de seleccién
Criterio Importancia

Aireacion

Contaminacion

Tiempo de residencia

Volumen constante

Facilidad de disefio y operacion
Costos de operacion

NWkAAOO

Los principales factores a considerar son la prevencién contra la contaminacion
durante el proceso, originada por el ingreso de microorganismos, esporas u otras
impurezas, y que permita el ingreso de un flujo de aire para evaluar su influencia
en el crecimiento del microorganismo. A estos dos criterios se les da una
importancia de “5” en la escala de influencia porque son “muy importantes” para el
desarrollo del proceso.

En segundo lugar se le da importancia de “4” en la escala de influencia debido a
que son ‘“importantes”, al tiempo residencia que sera el requerido por el
microorganismo para su crecimiento y posterior produccion de enzimas, que
segun pre experimentacion es de 25 dias y al volumen que debe ser constante,
esto se refiere a que no haya pérdidas de humedad por evaporacion. Finalmente,
los criterios con menor importancia son la facilidad de disefio y operacién con valor
de “3” en la escala de influencia y los costos de operacién con valor de “2” en la
escala de influencia.

Para la seleccion del biorreactor se consideran: biorreactor discontinuo o batch y
continuo basandose en dos tipos de agitacion, rotatorio y mezclado.

Se establece un sistema de valoracién arbitrario de 1 a 5 donde 1 representa un
bajo cumplimiento del requerimiento por parte del tipo de biorreactor y 5 un alto
cumplimiento.

Tabla 3. Valoracién para las alternativas del biorreactor.

Criterio/Biorreactor Importancia  Batch- Batch-  Continuo- Continuo-
Mezclado Rotatorio Mezclado Rotatorio
Aireacion 5 4 4 2 3
Baja contaminacion 5 4 5 2 3
Tiempo de residencia 4 5 5 3 3
Volumen constante 4 5 5 1 1
Facilidad disefio y 3 5 4 3 2
operacion
Costos de operacion 2 4 5 3 3
Total 103 107 51 58
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Grafico 2. Resultado gréfico de analisis multicriterio
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Segun el andlisis mostrado en el grafico 2, el biorreactor que mejor se ajusta a las
especificaciones del proceso de hidrolisis haciendo uso de fermentacion sélida es
el de tambor rotatorio en estado discontinuo o batch.

4.2 SELECCION DE MATERIAL

4.2.1 Tambor rotatorio ElI material de construccion para el biorreactor se
selecciono teniendo en cuenta las siguientes especificaciones:

e Debe ser transparente para poder visualizar el crecimiento del hongo sin
necesidad de abrir el reactor.

e Debe soportar hasta 2 atm y 121°C para someterlo al proceso de esterilizacién
en autoclave.

¢ No debe presentar corrosion en contacto con agua, aire 0 metano.

e Debe ser quimicamente inerte.

e Se debe construir en una sola pieza.

¢ Debe estar disponible en Bogota con un bajo costo.

¢ Debe ser hermético para fases liquida y gaseosa.

e Debe operar a temperatura ambiente.

Los materiales analizados para la construccion del tambor rotatorio segin su
transparencia, su baja corrosion y su inercia quimica son:
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e Vidrio.
e Acrilico transparente.
e Policloruro de vinilo transparente.

Teniendo en cuenta que la temperatura de transicion vitrea del acrilico es de 105-
106°C y la temperatura de transicion vitrea del policloruro de vinilo es de 82-
87°C192 se descartan debido a que no son materiales apropiados para someterse
a una esterilizacion por autoclave. Por lo que el material seleccionado para la
elaboracién del tambor rotatorio es el vidrio.

4.2.2 Estructura rotatoria
Para la elaboracion de la estructura rotatoria se tuvieron en cuenta los siguientes
parametros:

Material liviano.

Bajo costo.

Rigido.

Resistente.

Facil de perforar y sellar.
Proporcione resistencia mecanica.
Disponibilidad en Bogota.

Segun consultas realizadas en establecimientos especializados en la
comercializacion de materiales de construccion el material que mas se ajustaba a
los parametros solicitados es el policloruro de vinilo (PVC).

4.3 SISTEMA DE AGITACION

Se utiliza para mejorar los fendmenos de transferencia de calor, masa e
incubacion del hongo. En cada experimento se utiliz6 un tipo de agitacion
intermitente, una agitacion de un minuto al dia, ya que segun previas
investigaciones, presenta los mejores resultados en la produccion de enzimas
celuloliticas'®® y a su vez en la obtencién de azlcares reductores. Para controlar la
agitacion, los biorreactores se sitlan sobre una estructura que consta de un
sistema de rodillos que giran de forma continua asistidos por un moto reductor, de
induccién de corriente alterna (AC) que cuenta con una capacidad maxima de
arrastre de 6Kg, requiere 12V de alimentacion, y su eje rota a 32rpm, éste traslada
el movimiento a la estructura por medio de un sistema de poleas, y ésta a los
recipientes, los cuales giran a 12rpm.

192 George Wypych. Handbok of Polymers. 2012.
103 DIAZ,Ana Belén. Reciclado Del Orujo De Uva Como Medio Sélido De Fermentacion Para La
Produccién De Enzimas Hidroliticas De Interés Industrial. Universidad de Céadiz, 2009.
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4.4  SISTEMA DE CONTROL DE LA TEMPERATURA

Para hacer la medicién de la temperatura se utilizd un termémetro digital de marca
Milwaukee modelo TH310 que estaba en contacto con el sustrato. La temperatura
estuvo en 19 + 2°C.

4.5 AIREACION

El aire necesario para proveer el oxigeno requerido para el desarrollo de los
microorganismos se proporciona de dos maneras con el fin de estudiar la
influencia de la aireacién en la obtencion de azucares reductores.

1. Sin aireacion forzada: se evalué situando una boquilla con un orificio de 3,5
cm de diametro en la tapa del biorreactor para permitir el ingreso del aire a través
de un filtro de nitrocelulosa de 0,45 pm de forma anéloga a la figura 16.

Figura 16. Biorreactor sin aireacion forzada

2. Con aireacion forzada: usando una bomba de aire marca JENECA modelo
AP-9802, con un caudal de aire de 120mL/min que se regula usando un rotametro,
este ingresa al reactor a través de una boquilla de 3,5 cm de diametro que cuenta
con un filtro de nitrocelulosa de 0,45um, para impedir el paso de microorganismos
ajenos al proceso o0 agentes contaminantes como se observa en la figura 17.

Figura 17. Biorreactor con aireacién forzada
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46 GEOMETRIA

La hidrdlisis se realiza en medio sélido haciendo uso de biorreactores de tambor
rotatorio. El disefio de los biorreactores de tambor rotatorio se basé en la facilidad
de adquisicion en el mercado por lo que se seleccionaron recipientes de vidrio de
4L, 16 cm de didmetro interno y longitud de 23 cm y se le incorporé con un
alambre moldeado en el interior que funciona a modo de raspador con el fin de
retirar las cascaras de pifia que puedan quedar adheridas a las paredes del
reactor.

Teniendo en cuenta que mientras el biorreactor de tambor rotatorio se encuentra
detenido tendra el mismo comportamiento de un biorreactor de bandejas es
necesario limitar la altura del lecho formado con el fin de permitir una adecuada
transferencia de oxigeno y asi evitar la elevacion de la temperatura en el medio
tomando en cuenta la geometria observada en la figura 18 tomada de Wolfram.
Para esto se considera que la relacion entre la superficie superior y el volumen
ocupado por el lecho depende del radio interno del biorreactor y de su nivel de
llenado.

Inicialmente se determind experimentalmente la densidad aparente de las
cascaras de pifia con diametro de particula menor a 0,6mm con humedad del
70%, el valor obtenido fue 0,745g/mL, este valor puede ser utilizado para calcular
el volumen ocupado por el lecho si se utiliza una muestra de 100g de cascaras de
pifia.

Figura 18. Volumen ocupado por el lecho

5
Wolfram.Circularsegment.May24,.Disponible
en:http://mathworld.wolfram.com/CircularSegm
ent.html

Siendo R el radio del biorreactor, 6 el &ngulo central, sla longitud del arco,
h la altura del lecho, y r la altura de la porcién triangular, se tiene que:
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Ecuacidon 10. Volumen del lecho ocupado

LR?
V=——(6—sinB)
2
Doénde:

V =Volumen

L = Longitud

R = Radio

6 = Angulo central

Ecuacion 11. Altura del lecho ocupado
h=R (1 6)
= —CcoS—
2

Dénde:

h = Altura del lecho
R = Radio

Experimentalmente se tiene que:

R =8cm
L =23cm
Vapa = 134.228mlL

Por lo que a partir de la ecuacion 1. Se puede calcular el angulo 6

23cm = 82 _
134.228mL = T (9 — Sin 9)

6 = 1,05
Usando la ecuacion 2 se calcula la altura del lecho.
h=1077cm

Usando 100g de cascaras de pifia con una humedad de 70%, se obtiene un
volumen aparente ocupado por el lecho de 134,228mL, y una altura del lecho de
1,077cm lo cual asegura un espacio suficiente sobre su superficie permitiendo una
buena agitacion del medio y transferencia de aire en el interior del lecho para el
control de la temperatura.
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El volumen total del biorreactor se calcula como el volumen de un cilindro.

Ecuacién 12. Volumen de un cilindro

V = LnR?
V =23 %1 * 82
V = 4624,42cm3

Por lo que se puede definir el nivel de llenado del tambor (¢) como la relacion entre
el volumen del lecho y el volumen total del tambor:

_ Vlecho

- Vtotal
134.228cm?

=—>=10,03
4624,42cm3

&
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5. RESULTADOS Y ANALISIS
5.1 PROCESO DE OBTENCION

Las cascaras de pifia se adquirieron en el centro de acopio de Corabastos,
(imagen 2) este se encuentra ubicado en la Ciudad de Bogota, Colombia en la
Carrera 58 No. 80 — 87 sur en donde las cascaras representan un subproducto de
su venta principal, estas fueron reunidas en bolsas aisladas, el dia domingo 20 de
marzo en el horario de 9a.m a 11:00 a.m.

Imagen 2. Centro de acopio Corabastos

“laan
Fuente:https://plazadecorabastos.jimdo.com/qui%C3%A9n
es-somos/nuestra-historia/

Se realizd una seleccién de las cascaras como se observa en la imagen 3 y 4,
confirmando que sus caracteristicas correspondan a las de la variedad Golden
MD2, que su color corresponda a una pifia madura segun la norma técnica
colombiana NTC 729-1 un color entre 4 y 5, que estén libres de dafios
ocasionados por insectos para evitar crecimiento de microrganismos indeseados.

Imagen 3. Cascaras recolectadas Imagen 4. Cascaras seleccionadas
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Posteriormente se realizO una adecuacion de las céscaras para evitar
contaminacion por agentes externos, inicialmente se hizo un lavado con agua
potable y fria, se elimina la pulpa de pifia que queda adherida a la cascara como
se observa en la imagen 5, y se reduce su tamafo para facilitar su secado
(imagen 6). Una vez seca se almacena en frascos de vidrio sellados y se
refrigeran.

Imagen 5. Cascaras de pifia golden Imagen 6. Cascaras de pifia cortadas

A lo largo de todo el proceso hasta la etapa de secado donde se reduce la
probabilidad de descomposicién del material se almacenaron las cascaras en una
nevera de poliestireno expandido, luego de esta etapa se transfiere el material a
recipientes de vidrio sellados con tapa para evitar el aumento de la humedad y la
contaminacion del sustrato.

5.2 PRETRATAMIENTO FiSICO

En el pretratamiento fisico se reduce el contenido de humedad presente en las
cascaras para retardar los procesos de descomposicion y se disminuye el tamafio
de particula para aumentar el area superficial especifica de las cascaras de pifia y
por ende la capacidad de accidén enzimatica del microrganismo.

5.2.1 Secado. Se midieron 3500g de cascara de pifia golden y se secaron en
una estufa marca TECNAL, modelo TE-393/1 MP, con una potencia de 1100W y
un voltaje requerido de 220V en el Laboratorio de la Universidad de América. La
temperatura de secado fue de 80 + 2 °C, durante 10 horas, terminado este
procedimiento se observé una gran disminucién de volumen y masa de las
cascaras, debido a su alto porcentaje de humedad. Finalmente, se obtuvieron
21709 de céascaras de pifia seca lo que indic6 una humedad de 38%.

5.2.2 Molienda y tamizado. Las céascaras de pifia resultantes del proceso de
secado se molieron en un molino de martillos marca SIEMENS, con una potencia
de 2HP, velocidad de martillo de 1710rpm y motor 1LF3 el cual se puede observar
en la imagen 7, y se utiliz6 una malla de 3mm, en este proceso se producen
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perdidas de masa debido al flujo de aire que arrastra las particulas mas finas que
son expulsadas por la parte superior del molino debido a la fuerza centrifuga que
experimentan las particulas por la velocidad con la que giran los martillos,
adicionalmente en las uniones de la estructura superior con la base se escapan
particulas del material.

Imagen 7. Molino de martillos

La muestra obtenida se tamiz6 en un sistema de vibro tamiz vertical marca
Pinzuar LTDA, modelo PS-35, serie 1358, con voltaje requerido de 110V
compuesto por 6 mallas de especificacion NTC 32 (ASTM E-11-87)%* No. 20, 30,
35, 40, 45 y 50, con una tapa y un fondo (imagen 8), después de tamizadas y
separadas las particulas segun su didmetro se seleccionaron las cascaras de pifia
cuyo didmetro de particula era menor a 0,6mm?2% (debajo de la malla No. 30), la
suma de la masa obtenida fue de 10149 lo que corresponde a un 47,12% de la
masa total obtenida en los tamices, la cual fue de 2152g, esto indica una pérdida
de 18g durante la molienda y tamizado.

Imagen 8. Montaje del sistema vibratorio

104 ICONTEC. NTC 32. Tejido De Alambre Y Tamices Para Propésitos De Ensayo. 2002.
105 NINO LOPEZ., Op. Cit., p. 323
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La masa presente en cada una de las mallas luego del proceso de tamizado se
puede observar en la tabla numero 4.

Tabla 4. Masa obtenida en el proceso de tamizado

Malla N° Gramos de muestra  Tamafio de particula (mm)
20 628 0,85
30 510 0,6
35 396 0,5
40 389 0,425
45 165 0,355
50 64 <0,3
Pérdidas 18
Total 21709

Debido a que el material obtenido desde la malla nimero 30 es apto para el
proceso de hidrélisis se realiza un mezclado de las particulas obtenidas en las
mallas 35, 40, 45 y 50.

5.3 CARACTERIZACION QUIMICA

Los compuestos quimicos presentes en la cascara de pifia difieren segun las
condiciones de cultivo, como el clima, zonas de cultivo, variedad, el grado de
madurez, entre otros, los cuales pueden afectar el rendimiento de la cascara de
pifia (sustrato) al ser sometido a una reaccion de hidrolisis.

Por tal motivo es necesario cuantificar los compuestos quimicos presentes en la
cascara de pifia, y asi seleccionar los procesos y microorganismos mas eficientes
para la obtencion de azucares reductores.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en la caracterizacion de las
cascaras de pifia.

5.3.1 Porcentaje de humedad. EIl porcentaje de humedad se calcul6é para las
cascaras de pifia que tenian un secado previo debido al alto contenido de agua
que tiene la pifia. El analisis se realiz6 por duplicado (imagen 9) utilizando la
ecuacion 1.

Andlisis 1.

La masa del crisol vacio y de su tapa fue: 24,7462g

La masa del crisol con tapa mas la muestra antes del secado fue: 29,7285¢g

La masa del crisol con tapa mas la muestra desecada hasta peso constante fue:
29,1158g.

29,7285-29,1158
29,7285-24,7462

%Humedad = * 100 = 12,29%
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Andlisis 2.

La masa del crisol vacio y de su tapa fue: 25,3202g
La masa del crisol con tapa mas la muestra antes del secado fue: 30,6002¢g

La masa del crisol con tapa mas la muestra desecada hasta peso constante fue:
29,9699¢g

30,6002—29,9699
%Humedad = * 100 = 11,93%
30,6002—25,3202

12,29 + 11,93
2

Promedio = =12,11%

Imagen 9. Cascara de pifia desecada
I e

5.3.2 Determinacion de extraibles. Se tom6 una masa de muestra de 10g,
teniendo en cuenta que el porcentaje de humedad de la muestra de la pifia es de
12,11% por lo tanto, la muestra para analisis de extraibles sin humedad es 8,789g
y se introdujo en un montaje soxhlet como se muestra en la imagen 10.

Imagen 10. Montaje soxhlet



El porcentaje de extraibles se calcul6 con la ecuacién 2.

La masa de la muestra libre de extraibles fue de 8,0491g se secé en una mufla a
105°C hasta peso constante durante 4 horas y la masa obtenida fue de 7,1867g.

) 8,789 — 7,1867
%Extraibles = 3789 * 100 = 18,23%

5.3.3 Determinaciéon de contenido de lignina. El contenido de lignina
corresponde a la suma de lignina insoluble en &cido y lignina soluble en acido.

5.3.3.1 Lignina insoluble en acido. Se tomé una muestra de 0,5¢ libre de
extraibles y humedad. (imagen 11)

Imagen 11. Determinacion de lignina insoluble en &cido.

La masa del papel filtro usado fue de 0,3215g.

La masa del papel filtro mas la masa de lignina humeda fue de 1,2037g, se seco
en mufla a 105°C hasta peso constante y la masa obtenida de papel filtro méas
lignina fue de 0,3534g, por lo tanto la masa de lignina insoluble en acido fue de
0,0319¢.

0,0319
0,5

%Lignina insoluble en acido = * 100 = 6,38%

5.3.3.2 Lignina soluble en acido. El hidrolizado obtenido de la filtracion de
lignina insoluble en acido es utilizado para el analisis de lignina soluble en &cido,
mediante método espectrofotométrico usando una longitud de onda de 205nm.

El volumen del hidrolizado obtenido de la filtracion de lignina insoluble en &cido es

de 360mL al cual se le mide absorbancia a longitud de onda de 205nm, estos
datos fueron:
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0,445 unidades de Absorbancia.
0,463 unidades de Absorbancia.
0,447 unidades de Absorbancia.
0,457 unidades de Absorbancia.
0,451 unidades de Absorbancia.

agrwbdPE

Al hacer un promedio se obtiene una absorbancia de 0,452.

Para la determinacion del porcentaje de lignina soluble en &cido se usan las
ecuaciones 3y 4 (pagina 56).

%T final = 0353% = 03215 ) 0 = 3.616%
1,2037 — 0.3215

0,452
110L
1cm =
g—cm
0,5g * 3.616
100

L
* 360mL * 7550mE

%ASL =

* 100 = 8,18%

Por lo que el porcentaje total de lignina es: 6,38+8,18=14,56%

5.3.4 Determinacién de holocelulosa. Para la cuantificacion del porcentaje de
holocelulosa se tomaron 2,5g de la muestra de cascaras de pifia libre de extraibles
con la cual se realizé el procedimiento de la norma ASTM D1104, el montaje de
dicho procedimiento se puede observar en la imagen 12.

Imagen 12. Determinacién de holocelulosa

[, 2L SR
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La masa de la muestra obtenida luego de la filtracion y secado corresponde a la
cantidad de holocelulosa la cual fue de 1.5312¢, al reemplazar el valor obtenido en
la ecuacion 5. Se obtiene:

1,5312g
%Holocelulosa = W * 100 = 61,25%

5.3.5 Determinacién de porcentaje de celulosa. Para este célculo se toma 1 g
de holocelulosa y se realiza el procedimiento de la norma ASTM D1103-55 T,
después de secar la muestra obtenida hasta peso constante se obtuvo una masa
de 0,7589g (imagen 13), la cual corresponde a la cantidad de celulosa.

Imagen 13. Celulosa obtenida

peso de celulosa

100

% Celulosa = *
peso seco de la muestra

0,6589¢g
% Celulosa = T * 100 = 65.89%

El porcentaje de celulosa presente en la muestra de holocelulosa es de 65.89% lo
que representa un 40,35% de la muestra total.

5.3.6 Determinacion de porcentaje de hemicelulosa. Teniendo en cuenta que
la cantidad de hemicelulosa corresponde a la diferencia entre la cantidad de
holocelulosa y celulosa, al remplazar en la ecuacion 7 se obtiene:

) 1g — 0,6589¢g
% Hemicelulosa = 1g * 100 = 34.11%

El porcentaje de hemicelulosa presente en la muestra de holocelulosa es de
34,11% lo que representa un 20,89% de la muestra total.
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La caracterizacion quimica de la cascara de pifia Golden se resume en la tabla 5.

Tabla 5. Caracterizacién quimica de las cascaras de pifia

Compuestos Composicion (%)
Extraibles 18,23
Humedad 12,11
Lignina total 14,56
Holocelulosa 61,25*

*El porcentaje de holocelulosa se divide en: celulosa 40,35% y hemicelulosa 20,89%

Los resultados arrojados por la caracterizacion experimental del sustrato
corresponden a valores cercanos a los tipicos de la cascara de pifia de la variedad
MD2 sefnalados por Amador, Carrillo, Alvarado y Vega donde obtuvieron valores
de humedad de 7,46%, holocelulosa de 65,61%, celulosa de 41,19% y lignina total
de 9,05%'%, en primer lugar el valor de la humedad representa la cantidad de
agua presente después del proceso inicial de secado que se hace con el objetivo
de realizar la molienda de forma eficiente, este valor corresponde a 12,11%, el
cual dara la base para ajustar el porcentaje de humedad necesario para el
crecimiento del microorganismo, este porcentaje se debe al contenido intrinseco
del material la cual se encuentra en mayor proporcion en la pulpa unida a la
cascara.

Por otro lado, se observa una importante cantidad de extraibles presentes en la
muestra que corresponden principalmente a proteinas, vitaminas, lipidos,
minerales, clorofila entre otros, los componentes estructurales secundarios del
material como terpenos, resinas, fenoles y algunos hidratos de carbono de bajo
peso molecular se obtienen con ayuda de disolventes. 107

Otros compuestos con mayor interés para la hidrélisis microbiologica
corresponden a la lignina y a la holocelulosa, que es a su vez ésta Ultima es la
suma de celulosa y hemicelulosa, la lignina segun los analisis realizados de
caracterizacion arroja un total de 14,56% lo cual indica que la cascara de esta
variedad de pifia tiene un soporte estructural en la pared celular que le otorga
rigidez y permeabilidad al agua ofreciendo una estabilidad a la degradacion, la
holocelulosa que conforma la cédscara de pifia corresponde al 61,25% la masa
total de holocelulosa corresponde a un 65,69% de celulosa y 34,11% de
hemicelulosa, es decir por cada gramo de holocelulosa 0,6569 gramos
representan la celulosa y 0,3411 gramos son de hemicelulosa, estas cantidades

106 RAMIREZ, Op., Cit., p 36
107 BARROSO CASILLAS,Miguel. Pretratamiento De Biomasa Celulésica Para La Obtencion De
Etanol En El Marco De Una Biorrefineria. E.U.I.T. Forestal (UPM), 2010. p. 115

79



se traducen en un porcentaje global del material de 40,35% y 20,89%
respectivamente.

Estos valores obtenidos permiten elegir el microorganismo adecuado para realizar
la hidrolisis, analizando estos valores se observa que en comparacién a otros
compuestos hay un bajo contenido de lignina que no impediria la penetracion del
microorganismo para realizar el proceso de hidrélisis para asi generar azlcares
fermentables, por otra parte se observa que el contenido de azucares iniciales
como celulosa y hemicelulosa se presentan en mayor proporcion lo que es util
para un microorganismo con la capacidad de hidrolizar este tipo de azucares para
convertirlos en aztucares mas simples susceptibles a ser fermentados, teniendo en
cuenta estos valores se analizaron sustratos con composiciones similares a los de
la pifial®® como se muestran a continuacién en la tabla 6.

Tabla 6. Composicion de algunos residuos

Materias primas Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
lignoceluldsica

Bagazo de cafia de azUcar 42 25 20
Sorgo dulce 45 27 21
Madera dura 40-55 24-40 18-25
Madera blanda 45-50 25-35 25-35
Rastrojo de Maiz 38 26 19
Paja de arroz 32 24 18
Céscaras de nueces 25-30 25-30 30-40
Periddico 40-55 25-40 18-30
Pastos 25-40 25-50 10-30
Paja de trigo 29-35 26-32 16-21
Residuos de platano 13.2 14.8 14
Bagazo 54.87 16.52 23.33
Fibras de calabaza 66.59 17.44 15.46
Residuos agricolas 5-15 37-50 25-50
Basura clasificada 60 20 20
Hojas 15-20 80-85 0
Pelos de semilla de 80-95 5-20 0
algoddn

Papel 85-95 0 0-15
Pasto Varilla 45 31.4 12

Fuente: KUMAR,Adepu y SHARMA,Shaishav. Recent updates on different methods of pretreatment
of lignocellulosic feedstocks: a review. En: Bioresour Bioprocess. vol. 4, no. 1

108 KUMAR,Adepu y SHARMA,Shaishav. Recent updates on different methods of pretreatment of
lignocellulosic feedstocks: a review. En: Bioresour Bioprocess. vol. 4, no. 1,

80



Basandose en estos datos se determind que las materias primas con composicion
similar a las cascaras de pifia Golden son el bagazo de cafia y madera dura por tal
motivo se realizd una revision bibliografica donde se encontré una variedad de
microorganismos adecuados para hidrolizar estos materiales, basados en la
publicacion realizada por Saritha, Arora y Lata!® se determiné que uno de los
microrganismos lignoceluloliticos que presenta mayor eficiencia en el proceso de
hidrélisis para esta materia prima es Trichoderma reesei debido a que cuenta con
la capacidad de hidrolizar celulosa y hemicelulosa mientras realiza una accion
enzimatica en la lignina presente que corresponde al 14,56% evitando que se
dificulte la hidrdlisis de los azucares iniciales.

5.4 METODO DE CUANTIFICACION DE ESPORAS

La cepa utilizada de Trichoderma reesei fue comprada en un cepario en la ciudad
de Bogota. Inicialmente se realiza una esterilizacion por medio de autoclave de la
cantidad necesaria de agua para inocular el microorganismo, con el fin de no
contaminar el medio con esporas en el ambiente, la cual a su vez ajusta la
humedad del sustrato, se introdujo una cantidad de esporas de Trichoderma
reesei en el agua con ayuda de un asa hasta observar una coloracion verdosa
produciendo turbidez en el agua.

Se toma una cantidad de aproximadamente 10 micro litros del agua con el
microorganismo por medio de un capilar, el cual se ubica sobre el cubreobjetos
soportado en la cAmara de Neubauer, por capilaridad el liquido realiza el llenado
de la camara la cual se ubicé en la platina del microscopio, se utilizé el lente 40X t
se enfocé la imagen hasta que se observen con claridad las células y las lineas de
las cuadriculas como se observa en la imagen 14.

Imagen 14. Conteo celular por medio de camara de Neubauer

109 SARITHA,M.; ARORA,ANnju y Lata. Biological Pretreatment of Lignocellulosic Substrates for
Enhanced Delignification and Enzymatic Digestibility. En: Indian J Microbiol. vol. 52, no. 2, p. 122-
130
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Debido a la cantidad de células que se pueden observar se realiza un conteo en
forma de zig-zag como lo muestra la figura 19 para disminuir la posibilidad de
cometer errores en el conteo.

Figura 19. Recuento de concentracién celular

Fuente: BASTIDAS,Oscar. Conteo Celular con
Hematocitometro. En: Neubauer Chamber Cell
Counting , Celoromics.

Se realiza el conteo en el cuadro central de la caAmara de Neubauer compuesta
por 25 cuadriculas mas pequefias en su interior. EI nUmero total de células se
determina mediante la suma de las cantidades presentes en cada cuadro
arrojando un valor total de 506 esporas, conociendo el volumen de la camara que
corresponde a 0,0001mL se calcula la concentracion asi:

., esp Esporas
Concentraciéon (—) = ———
m volumen
., esp 506
Concentracién (—) = ———
ml”  0,0001ml

., ESP
Concentracién (?) = 5,06x10°

Con este valor es posible determinar que la concentracion es apta para la
inoculacion del sustrato debido a que es una cantidad significativa de células para
realizar el proceso de hidrolisis.
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5.5 HIDROLISIS MICROBIOLOGICA

En esta etapa los biorreactores que contienen el sustrato de cascaras de pifia
junto con el raspador, que entra en contacto directo con el material, son
esterilizados por medio de un proceso de exposicion a vapor a alta presion y
temperatura en el interior de un autoclave durante 30 minutos, durante este
proceso se eliminan cualquier tipo de microorganismo presente con el fin de
obtener un control sobre el proceso, ya que la presencia de esporas de otros
hongos puede modificar la cantidad de azlcares iniciales hidrolizados afectando
asi los resultados obtenidos, adicionalmente este proceso influye en el
pretratamiento del sustrato debido a que genera una redistribucion de la lignina
presente y una “autohidrolisis”, esto se debe a la combinacién de fuerzas
mecanicas como las caidas de presion con efectos quimicos en los grupos acetilo
de la hemicelulosa que facilitan su hidrdélisis,*° el proceso de hidrélisis ocurrido en
esta etapa se debe al &cido acético producido a partir de los grupos acetilo de
hemicelulosa que genera glucosa y monémeros de xilosa!'!.

Posteriormente al proceso de esterilizacion se realizé la inoculacion del
microorganismo en el sustrato al interior de los biorreactores y se ajustd la
humedad del medio. Con el fin de evaluar la condicion de humedad en la hidrdlisis
se realizd la experimentacion con dos porcentajes de humedad distintos, el
primero con una humedad total de 80% y el segundo con 70% ajustados segun la
ecuacion namero 13:

Ecuacion 13. Porcentaje de humedad

g de agua afiadidos + g de agua conenidos en el sustrato

o0 H =
% Humedad g de agua afiadidos + g de sustrato humedo

Andlisis 1.

Tomando 100 g de sustrato humedo con una humedad inicial de 12,11% se ajusté
la humedad al 80% de la siguiente forma:

g de agua afiadidos + 12,11g
g de agua afiadidos + 100g

80% =

g de agua anadidos = 339,45

110 RAIMBAULT ,Maurice. General and microbiological aspects of solid substrate fermentation. En:
Electronic Journal of Biotechnology. Dec 15,. vol. 1, no. 2, p. 174-188

111 MOSIER,Nathan, et al. Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic
biomass. En: Bioresource Technology. vol. 96, no. 6, p. 673-686

83



Se determin6 experimentalmente que la densidad del agua destilada utilizada fue
de 1,002 g/cm?® por lo que el volumen del agua fue de:

339,459

~1,0002g/cm3
V = 339,38cm?
Analisis 2.

Tomando 100 g de sustrato humedo con una humedad inicial de 12,11% se ajusté
la humedad al 70% de la siguiente forma:

g de agua afiadidos + 12,11g

70% =
& g de agua afiadidos + 100g

g de agua afiadidos = 192,97
Esta masa corresponde a un volumen de agua de:

- 192,979
~1,0002g/cm3

V =192,93cm3

Estos biorreactores fueron ubicados en la estructura rotatoria donde se
garantizaba un minuto de agitacion al dia ya que este tiempo ofrece un buen
rendimiento en la produccién de enzimas®'?, durante la hidrdlisis microbiol6gica el
sustrato se mantuvo a una temperatura de 19 + 2°C y después de ajustar su
humedad tenia un pH de 4,2, muy cercano al valor 6ptimo de crecimiento del
hongo Trichoderma reesei.

Después de transcurridos 15 dias no se observd crecimiento del hongo en el
sustrato con humedad del 80%, salvo en areas con poca humedad. Mientras que
el hongo inoculado en el sustrato con humedad de 70% si mostroé un crecimiento a
lo largo de toda la superficie del sustrato, lo que indica actividad enzimética y a su
vez presencia de azucares reductores.

El crecimiento del hongo en un medio con 70% de humedad se puede observar
por medio de las imagenes 15,16 y 17:

112 DIAZ,Ana Belén. Reciclado Del Orujo De Uva Como Medio Sdélido De Fermentacion Para La
Produccién De Enzimas Hidroliticas De Interés Industrial. Universidad de Cadiz, 2009.
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Imagen 15. Proceso de hidrdlisis dos
dias después de inocularlo

Imagen 16. Proceso de hidrélisis
cuatro dias después de inocularlo

~
>

i 3%t
‘- 3

Imagen 17. Proceso de hidrdlisis seis
dias después de inocularlo
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Luego de haber observado crecimiento en un medio con 70% de humedad se
analizé la influencia de la aireacion en el crecimiento del microorganismo, para
este procedimiento se realizaron dos modificaciones de la variable del flujo de aire
alimentado al biorreactor.

En el primer caso el aire fue suministrado por una bomba que proveia un flujo de
aire de 120mL/min que se saturaba con agua antes de entrar por una boquilla de
¥ de pulgada por % de pulgada incrustada en la tapa del biorreactor como lo
muestra la imagen 18, para el segundo caso el aire entraba sin ser forzado al
biorreactor atreves de un orificio de ¥ de pulgada, posteriormente se realizé la
inoculacién del microorganismo en el sustrato.

ctor

{

Imagen 18. Montaje de la boquillade 3/4 a 1/2 en el biorrea

s

Transcurridos dos dias de incubacion se evidencié que el microorganismo que se
encontraba en el biorreactor con aireacion forzada mostr6 un mayor crecimiento
en comparacion al que se encontraba al interior del biorreactor con aireacion libre,
observandose zonas en las cuales se producia aglomeraciones de sustrato
rodeado por un material que a la vista se ve esponjoso de color blanco lo cual
corresponderia a esporas del microorganismo, el crecimiento se puede observar
en las imagenes 19 y 20.

Imagen 19. Crecimiento luego de Imagen 20. Crecimiento luego de
dos dias con aireacion libre dos dias con aireacion forzada
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En un periodo posterior a diez dias luego de la inoculacion del microrganismo la
tasa de crecimiento de los biorreactores con aireacion forzada siguio siendo mayor
gue la tasa de crecimiento de los biorreactores con aireacion libre, mostrando
mayor colonizacion como se observa en las imagenes 21y 22.

Imagen 21. Crecimiento luego de diez Imagen 22. Crecimiento luego de
dias de inoculacién sin aireacién forzada diez dias con aireacion forzada

Luego de una incubacion de veinte dias, el patron de crecimiento evidenciado en
el trascurso del proceso siguid con la misma tendencia, es decir que el
microorganismo en los biorreactores con aireacion forzada mostr6 un mayor
crecimiento lo cual se puede observar en las imagenes 23 y 24.

Imagen 23. Crecimiento luego de Imagen 24. Crecimiento luego de
veinte dias con aireacion libre veinte dias con aireacién forzada

87



Teniendo en cuenta el crecimiento observado a lo largo del tiempo, partiendo de
las mismas condiciones de humedad, temperatura y agitacion para los dos tipos
de aireacion suministrados a los biorreactores se puede evidenciar de forma
general que en un reactor de tambor rotatorio la aireacién presenta un efecto
positivo en el crecimiento del microorganismo Trichoderma reesei, en un estudio
realizado por Diaz se determind que la produccion de las enzimas se veia
afectada por la aireacion, de tal modo que al aumentar el caudal de aire desde
OmL/min hasta 120mL/min aumentaba la produccion de enzimas, alcanzando
actividades entre 5y 11 veces mayores que si no se aplica aireacion alguna.!*?

5.6 ADECUACION DE LA MUESTRA HIDROLIZADA

Se tomaron 10 gramos de sustrato hidrolizado de cada biorreactor, y se lavaron
con 100mL de agua destilada, se agitaron a 130 rpm a temperatura de 28°C
durante 2 horas en una incubadora de agitacion marca N-BIOTEK modelo NB-
205L. La mezcla se filtr6 a través de una tela de nailon de malla 200 haciendo uso
de una bomba de vacio.

Imagen 25. 10g de sustrato hidrolizado suspendido en 100mL de agua destilada

7)1 T eSS Ne

La porcion solida se re-suspendié en buffer citrato de sodio 0,05M, se agité a 150
rom por 2h a 4°C en una incubadora de agitacion, la porcion liquida fue
centrifugada en una centrifuga marca DAMON modelo IEC HN-S a 10.800g
durante 15 minutos a 4°C. El mismo procedimiento se siguio para las cascaras de
pifia molidas y tamizadas sin hidrolizar y el sobrenadante obtenido se utilizé como
blanco en la determinacion de azlcares reductores.

13 DjAZ., Op. Cit. p 228
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5.7 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

Se determinaron los azucares reductores producidos en cada muestra de sustrato
hidrolizado mediante la técnica de DNS por triplicado, tomando como blanco el
sobrenadante obtenido de las cdscaras de pifia sin hidrolizar. El control se realizd
con el objetivo de evaluar el efecto de la aireacion en la hidrélisis microbiolégica.
Los datos de absorbancia obtenidos de cada muestra hidrolizada a 540nm se
representan en la tabla 7 y posteriormente se reemplazaron en la ecuacién de la
linea de tendencia dada por la curva patron (grafico 3) realizada utilizando
glucosa.

Gréafico 3. Curva de calibracion Tabla 7. Datos de curva de
=12 calibracién

E 1 [glucosa] Abs.
Sos Y= 04835 :no'(V o (/L) (540nm)
-’ R=0,3 ’

o6 L ’ 0,26875
LY, 7

50,4 _— , 0,36545
5 - 1,0 0,5105
20,2

< 15 0,75225

’ | | ' 1,7 0,84895
0,3 0,8 1,3 1,8
2,0 0,994

Concentracidn de glucosa (g/L)

Tabla 8. Concentraciéon de azlcares reductores

Aireacion forzada 1 Aireacion forzada 2 Sin aireacién forzada 1 | Sin aireaciéon forzada 2

Concentracion | Abs. |Concentracion | Abs. | Concentracion | Abs. Concentracién | Abs.

2,235780765 | 1,108 1,826266805| 0,91 1,094105481| 0,556 1,046535677 | 0,533
2,144777663 | 1,064 1,745604964 | 0,871 1,321613237| 0,666 1,394002068 | 0,701

2,21302999 | 1,097 2,037228542 | 1,012 1,36918304 | 0,689 1,141675284 | 0,579

La concentracion de azucares reductores para las cascaras de pifia hidrolizadas
con aireacion forzada fue de 2,236g/L, mientras que la concentracién de azucares
reductores obtenida en la hidrdlisis sin aireacion forzada fue de 1,369g/L. Estos
resultados permiten determinar que es suficiente el pretratamiento fisico como la
reduccion de tamafio del sustrato para obtener azlcares reductores, no es
necesario realizar pre-tratamientos quimicos al sustrato debido a la baja
composicion de lignina, polimero que reduce la eficiencia de la hidrélisis.'4

114 PRASAD,S.; SINGH,Anoop y JOSHI,H. C. Ethanol as an alternative fuel from agricultural,
industrial and urban residues. En: Resources, Conservation and Recycling. p. 1-39
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Estos resultados se asemejan a los reportados por Yusoff et al'® quienes
hidrolizaron por medio de fermentacion sélida bagazo de cafia cuya composicion
es muy similar a la de las cascaras de pifia, obtuvieron una concentracibn maxima
de azucares reductores de 3,85¢/L utilizando aireacion forzada de 1.0 v/v/im.

Por otro lado segun lo reportado por Choonut et al.l’® |a hidrélisis quimica
presenta un mayor rendimiento en la produccion de azucares reductores a partir
de cascaras de pifia, en la mayoria de casos se obtiene un 32% mas de azlcares
reductores que en la fermentacion sélida, pero se presenta el problema de que los
tratamientos requieren uso de reactivos corrosivos que deben recuperarse para
evitar la inhibicion de las enzimas después del proceso de hidrolisis.

5.8 DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE CELULASAS TOTALES

La determinacion de actividad de celulasas totales se realiz6 siguiendo la
metodologia descrita por Mandels et al'l’ al sobrenadante obtenido de la
centrifugaciéon a 108009 descrita en 3.6.

Los mejores resultados se obtuvieron en el sobrenadante de la muestra obtenida
en el reactor con aireacion forzada con 22.29FPU/mL seguida del sobrenadante
obtenido de la muestra del reactor sin aireacion forzada con 18,32FPU/mL.

Por otro lado el andlisis del sélido remanente que fue re-suspendido con solucion
tampon citrato de sodio 0,05M pH 4.8 del reactor que tenia aireacion forzada tuvo
una actividad de celulasas de 11,56FPU/mL y el que no tenia aireacién forzada
fue de 7.805FPU/mL.

Estos resultados se pueden comparar con los reportados por Diaz'® quien
determiné que usando un biorreactor de tambor rotatorio obtiene la mayor
actividad de celulasas utilizando aireacién forzada de 120mL/min. A su vez reporta
gue los mejores rendimientos en la produccién de enzimas se obtuvieron con el
biorreactor de tambor rotatorio.

115 MOHTAR,Wan; MUHANNAD,lllayan y KADER,Jalil. Solid subtrate and submerged culture
fermentation of sugar cane bagasse for the production of cellulase and reducing sugars by a local
insolate, Aspergillus terreus SUK-1. En: Journal of Microbiology and Biotechnology. vol. 10, no. 5,
p. 770-775

116 CHOONUT,Aophat; SAEJONG,Makorn y Kanokphorn Sangkharak. The Production of Ethanol
and Hydrogen from Pineapple Peel

by Saccharomyces cerevisiae and Enterobacter aerogenes. En: International Conference on
Alternative Energy in Developing Countries and Emerging Economies. p. 243-248

117 EVELEIGH,Douglas, et al. Measurement of saccharifying cellulase. En: Biotechnol. Bionengng.
p. 21-34

18 pjAZ., Op., Cit p. 210
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Teniendo en cuenta los resultados reportados en la investigacion desarrollada por
Yusoff!19 en la que hidrolizan bagazo de cafia por medio de fermentacién sélida y
sumergida utilizando el hongo Aspergillus terreus se puede afirmar que el hongo
Trichoderma reesei presenta mayor actividad de enzimas celulasas y se
demuestra que la fermentacién en estado solido presenta una alternativa viable
con mayor produccion de azucares reductores y enzimas celulasas que la
fermentacion sumergida lo cual presenta una ventaja ya que la fermentacion en
estado solido es mucho mas sencilla, econémica y se requiere menor gasto

hidricol20,

Célculo de unidades de actividad enzimatica

Tabla 9. Sobrenadante con aireacién forzada

Dilucién | Buffer citrato (mL) | Enzima | Concentracién | Glucosa (g/L) | Absorbancia (540nm)
1 1 0,5 0,01666667 2,0041365 0,996
2 1,15 0,35 0,01166667 1,66907963 0,834
3 1,35 0,15 0,005 1,25129266 0,632
Gréfico 4. Actividad enzimatica sobrenadante con
aireacion forzada
0,02
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£0,015 /|
N y =0,0155x - 0,0144
bt R? =0,9996
- 0,01
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[=)
O T T T . 1
0 0,5 1 Glucosal,5 2 2,5
0,37 23,125FPU
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Tabla 10. Sobrenadante sin aireacién forzada
Dilucién | Buffer citrato (mL) | Enzima | Concentracion | Glucosa (g/L) | Absorbancia (540nm)
1 1 0,5 0,01666667 1,48500517 0,876
2 1,15 0,35 0,01166667 1,26163392 0,745
3 1,35 0,15 0,005 1,01344364 0,523

119 YUSOFF., Op. Cit p. 774

120 SUBRAMANIYAM,R. y VIMALA,R. OLID STATE AND SUBMERGED FERMENTATION FOR
THEPRODUCTION OF BIOACTIVE SUBSTANCES: A COMPARATIVE STUDY. En: International

Journal of Science and Nature.
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Grafico 5. Actividad enzimatica de sobrenadante sin
aireacion forzada
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Tabla 11. Sustrato con aireacion forzada
Dilucion | Buffer citrato (mL) | Enzima | Concentracién | Glucosa (g/L) | Absorbancia (540nm)
1 1 0,5 0,01666667 | 0,95553257 0,489
2 1,15 0,35 0,01166667| 0,63702172 0,335
3 1,35 0,15 0,005| 0,24819028 0,147

Debido a que la concentracion de glucosa da mucho menor que 2,0 mg, se

extrapola la linea de tendencia.

Grafico 6. Actividad enzimatica de sustrato con aireacion

forzada
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0,37 11,56FPU

0032  mL
Tabla 12. Sustrato sin aireacion forzada
Dilucién | Buffer citrato (mL) | Enzima | Concentracion | Glucosa (g/L) | Absorbancia (540nm)
1 1 0,5 0,01666667 | 0,72595657 0,378
2 1,15 0,35| 0,01166667 | 0,47983454 0,259
3 1,35 0,15 0,005| 0,23784902 0,142

Grafico 7. Actividad enzimatica de sustrato sin aireacion forzada
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6. CONCLUSIONES

e Se realiz6 una caracterizacion de las cascaras de pifia Golden MD2 en donde
se evidencia que los porcentajes de su composicion corresponden a un
12,11% de la humedad, un 18,23% de los extraibles, 14,46% de lignina,
61,25% la holocelulosa de la cual el 40,35% es celulosa y 20,89% corresponde
a hemicelulosa lo que conlleva a determinar que el contenido de lignina es bajo
en comparacion a materiales de composicién estructural similares como el
bagazo de cafia de azucar, la madera dura y blanda las cuales tienen un
contenido de lignina de 20, 18-25, 25-35% respectivamente!?! por lo que se
toma la decision de seleccionar un microorganismo capaz de hidrolizar la
celulosa y hemicelulosa en presencia de lignina y asi evitar el proceso de pre-
tratamiento.

e Se determino6 que el microorganismo Trichoderma reseei presenta un complejo
enzimatico celulolitico capaz de hidrolizar cadenas largas de azUcares hasta
glucosa, demostrado por la reproduccion y colonizacién del sustrato y por los
azucares reductores obtenidos que fueron medidos por la técnica de DNS 20
dias después de su inoculacion en el sustrato observando concentraciones de
2,236 g/L con aireacion forzada y de 1,369 g/L sin aireacion forzada.

e Se realiz6 un pre disefio de los biorreactores en donde se determind la
importancia de la seleccion del material debido a que deben cumplir con las
especificaciones de disefo teniendo en cuenta que es necesario que resistan
a una exposicion a una temperatura de 120°C y proporcionen la capacidad de
visualizar el interior para observar el crecimiento del microorganismo,

e Se determind la importancia de la altura del lecho del sustrato dentro del
biorreactor que correspondi6 a 1,077cm para el correcto control de la
temperatura y la aireacion para que la temperatura no sobrepase los limites de
un hongo mesdfilo (15 -20°C) ademas al ser un microorganismo aerobio debe
contar con un flujo de aire alrededor de 100 a 180mL/min que garantice su
correcto metabolismo, por tal motivo se seleccion6é un reactor de tambor
rotatorio que garantizara la agitaciéon del sustrato para evitar la muerte del
microorganismo.

e Se evaluaron las variables de humedad y aireacién en el crecimiento del hongo
gue a su vez conlleva a la obtencion de azucares reductores debido a que al
realizar la hidrélisis a una humedad del 80% el microorganismo no presento
desarrollo mientras que al llevar a cabo el proceso a una humedad del 70% se
evidencié crecimiento del microorganismo a lo largo del sustrato, bajo esta

121 KUMAR, Op. Cit. p. 2
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condicion de humedad se evalu6 la aireacion en la obtencion de azucares
reductores, teniendo un mejor rendimiento cuando es sometido a aireacion
forzada.

Se obtienen azlcares reductores por medio de la hidrdlisis microbiolégica
haciendo uso de la fermentacion solida, la cual es una metodologia eficiente
evidenciada por los resultados del método de DNS en el que se da un mayor
contenido de azucares reductores en las muestras hidrolizadas en
comparacion a las cascaras de pifia sin hidrolizar, se presentaron mejores
resultados en cuanto a obtencién de azlcares reductores y actividad de
enzimas celulasas cuando se realiz6 bajo condiciones de aireacion forzada
(120mL/min) presentando una actividad enzimatica de 22,29 FPU/mL.
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7. RECOMENDACIONES

Hacer uso de diferentes microorganismos con el objetivo de evaluar cual
presenta una mayor eficiencia en el proceso de obtencion de azucares
reductores.

Analizar el resultado de llevar a cabo este proceso sin realizar pretratamiento
fisico es decir sin secado y molienda con el objetivo de determinar si es posible
disminuir los costos, ya que con estos procesos se invierte en energia y se
producen pérdidas de material liviano por corrientes de aire afectando el
rendimiento real del material utilizado

Evaluar el rendimiento de la obtencién de un producto de mayor valor como el
bioetanol partiendo del mismo sustrato y el mismo microorganismo para
determinar la viabilidad de realizar una planta a escala piloto.
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ANEXO A
DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA INCUBACION DEL MICROORGANISMO

Medir 100g de sustrato
solido con tamafio de

h

particula menor a 0,6

mim

Agregar el sustrato al
biorreactor y ajustar su
humedad al 70%

Forrar los implementos y
los biorreacotores con el

fin de no alterar la
humedad

Esterilizar con vapor a
120°C los biorreactores e
implementos que entren
en contacto con el
sustrato

Realizar el conteo de

esporas en zigzag

Introducir la muestra
en la camara de
Neubauer

Tomar 0,01mL de

SUspension con una
micropipeta

Conunasaya
condiciones esteriles
realizar la suspension de
esporas de Trichoderma
reesel en agua destilada

T

concentracion
mayaor a 1 000 000
de esporas/m

NO

Sl

esporas al sustrato

Agregar la
suspension de

y sellar los
bicreactores
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ANEXO B

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA REALIZACION DE LA ESTRUCTURA ROTATORIA

Disefio de la estructura
rotatoria

Seleccién del material
que se ajuste a las
caracteristicas
deseadas

Realizar el corte de los
tubos de PVC de 3/4 de

Emsamblaje de la
base de la estructura
con tubos de 1,5 pulg

de diameto con

longuitudes de 15

centimetros unidos por
Tes

Los codos de las
paredes laterales y la
T del gje central se

unen por otra T

pulgada a una longuitud
de 1,4m

Introducir los extremos de

los tubos en el centro de

rodamientos de balineras

con un diametro interno
de 3/4 de pulgada

Los rodamientos del ge
central se introducen en el

Conexidn eléctrica del
moto reductor a una
fuente de 12V

Instalacion de un
potenciometro para
regular el voltaje
suministrado al motor

extremo central de una T
DE 1,5 pulg de PVC

Realizar la conexidn
del gje del motor con

el gje central por
medio de una banda
de caucho sintético
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Los rodamientos laterales
de la estructura se
introducen en uno de los
extremos de codos de
PVC de 1,5 pulg de
diametro interior




ANEXO C
IMAGENES DE LA ESTRUCTURA ROTATORIA
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ANEXO D

TECNICA DE DNS

(Acido 3

,5 dinitrosalicilico)

Tomar las muestras de
las soluciones
hidrolizadas

Proteger de la luz los
fubos de ensayo con
papel aluminio

Medir 0,25mL de solucidn
hidrolizada y 025mL del
blanco

Agregar a cada tubo
incluido el blanco 0,25mL
de reactivo DNS

Adicionar 2, 5mL de
agua destilada a cada
uno de los tubos

Introducir los tubos en
hielo por 5 minutos
para frenar la reaccidn

Llevar a ebullicion a 82°C
durante 5 minutos

Ajustar el 0 de
absorbancia con el
blanco de prueba

Determinar la
absorbancia en
espectofotometro a
540nm de cada una de
las soluciones
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Agitar los tubos en vortex




ANEXO E

PREPARACION DE REACTIVO DNS

En un beaker de 250
mL agregue 50mL de
agua destilada

Adicionar 1,6g de
hidroxido de sodio

Disolver mediante
agtacion continua en
plancha magnetica a
temperatura ambiente

Dejar en agitacion
durante toda la noche
en un frasco ascuro

h

Lentamente agregar 43,8
g de tartrato de sodio y
disolver por completo

Complete con agua
destilada hasta 100mL
en balon aforado

l

Agregar lentamente 1g de
acido 3, 5 dinitrosalisilico
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Cubrir el beaker con papel
kraft




ANEXO F
PREPARACION DE BUFFER CITRATO DE SODIO 0,05M

En un beaker de

1000mL agregue 210g ﬂfgﬁgﬂ;ﬁg; ie | Agregar 50g de hidréxido Determinar pH por
de acld_n citrico disolver por completo de sodio y disolver pHmetro
monchidratado

Realizar una dilucion
hasta 0,05M

. . NO
Agregar hidroxido de

sodio

pH igual a 4,3

Determinar pH por
pHmetro verificando que
se obtenga un pH de 48
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ANEXO G
FICHA TECNICA DE TRICHODERMA REESEI

Trichoderma reesei Simmons (ATCC® 26921™)

Strain Designations: QM 9414 [3019, CBS 392.92, T.V. B118] / Product Format: freeze-dried

GENERAL INFORMATION CHARACTERISTICS CULTURE METHOD SPECIFICATIONS HISTOR'

Permits and Restrictions

M View Permits

Deposited As Tnichoderma vinde Persoon : Fries
Strain Designations QM 9414 [3019, CBS 392.92, TV. B118]
Application Produces 17 beta-hydroxysteroid dehydrogenase Estradiol 17-

beta-dehydrogenase-1, Hydroxysteroid dehydrogenase 17 beta,
type 1, hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 1

Produces 20 beta-hydroxysteroid dehydrogenase

Produces acetylesterase acetyl esterasze

Produces alpha-1,2-glucuronidase

Produces alpha-L-arabinofuranosidase alpha-1,3-arabinosidase
Produces endoglucanase

Produces endoglucanase Il EllI

Produces endoglucanase-cellobiohydrolase complex

Produces exo-1,4-beta-D-xylosidase beta-xylosidase

Produces exo-cellobiohydrolase avicelase, endoglucanase |
Produces glucosidase, beta; acid Glucosidase, beta, acid,
glucocerebrosidase

Produces hydrolase

Produces mannan endo-1,4-beta-mannosidase beta-mannanase,
mannanase

Produces paracelsin

Transformation host

Produces extracellular hydrolases

Biosafety Level 1

Biosafety classification is based on U.S. Public Health Service
Guidelines, it is the responsibility of the customer to ensure that

their facilittes comply with biosafety requlations for their own

country.
Product Format freeze-dried
Storage Conditions Frozen: -80°C or colder

Freeze Dried: 2°C to 8°C
Live Culture: See Propagation Section

Type Strain no
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Trichoderma reesei Simmons (ATCC® 26921™)

strain Designations: @M 9414 [3019, CBS 392.82, TV. B118] / Product Format: freeze-dried

GENERAL INFORMATION CHARACTERISTICS CULTURE METHOD SPECIFICATIONS HISTOR

Preceptrol® no

Genome Sequenced Strain Yes

Comments Produces 1.5-2.0 times more cellulase on cellulose medium than
ATCC 24449

Elll core protein of endoglucanase

Ethanol- and polyene-sensitive

Mitochondrial genome sequenced strain (University of Sao Paulo,
Brazil).

Genome sequencing strain (the Joint Genome Institute at the
Department of Enerav. USA)L

Trichoderma reesei Simmons (ATCC® 26921™)

Strain Designations: QM 9414 [3019, CBS 392.92, T.V. B118] / Product Format: freeze-dried

GENERAL INFORMATION CHARACTERISTICS CULTURE METHOD SPECIFICATIONS HISTOR

Medium ATCC= Medium 336: Potato dextrose agar (PDA)
ATCCE Medium 323: Malt agar medium
ATCCE Medium 325: Malt extract agar (Blakeslee's formula)

Growth Conditions Temperature: 20°C to 25°C
Atmosphere: Typical aerobic
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ANEXOH
DIMENSIONES DEL BIORREACTOR

17cm
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