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RESUMEN

Palabras clave: Trichoderma, Penicillium, celulasas, fermentacion en medio solido,
residuos agroindustriales de mora (Rubus adenotrichos).

Actualmente se produce una gran cantidad de residuos agroindustriales, los cuales
en la mayoria de los casos se convierten en un problema para las empresas que deben
encontrar una forma de deshacerse de ellos y en un problema ambiental ya que no se les
da el tratamiento adecuado y terminan siendo contaminantes. En busca de aprovechar
los desechos y convertirlos en sub productos valorizados, se han planteado estrategias
biotecnologicas. En el caso de los residuos de mora (proveniente de la empresa Protica
SA de Cartago) se planted utilizarlos como un sustrato para la Fermentacion en Medio
Sélido (FMS). Para este proceso se usan hongos filamentosos capaces de crecer en el
residuo y que como parte de su metabolismo secreten sustancias de interés como las

celulasas.

Con el fin de evaluar los residuos de mora como sustrato para la FMS se
caracterizd quimicamente los dos tipos de sub productos utilizados (fino y grueso),
ademads se aislaron los hongos con capacidad celuldsica que se encontraron como flora
natural en los residuos y se evaluaron en la fermentacion diferentes condiciones de pH y
humedad iniciales para la produccion de celulasas. Se utilizaron dos microorganismos,
Trichoderma sp y Penicillium sp. (este ultimo aislado de los sub productos) para

determinar su capacidad enzimatica celulasa sobre los residuos de mora.

Se determind que los residuos de mora cuentan con los minerales y carbohidratos
necesarios para el crecimiento de los hongos, ademas de polifenoles remanentes
después de su procesamiento industrial. Tienen ademas, un porcentaje alto de celulosa
(65 % el residuo grueso y 39 % el fino), adecuado cuando se desea producir celulasas ya

que es un inductor de la actividad celulasa y el sustrato para la hidrélisis enzimatica.

1X



Del aislamiento de los microorganismos se obtuvieron 5 hongos, todos con
capacidad celulasa, sin embargo fue Penicillium sp quien obtuvo una mejor capacidad

enzimatica determinada sobre agar CMC.

El disefio experimental de las fermentaciones fue una superficie de respuesta de 2
factores (pH y porcentaje de humedad), tomando como respuesta las actividades endo y
exo glucanasas para cada uno de los dos microorganismos. Se determind que la
actividad endoglucanasa de Penicillium fue muy baja (en el orden de nmol/mg de
proteina) y no se pudo determinar mediante el analisis estadistico un maximo de
actividad dentro del rango de los valores ensayados. La actividad exoglucanasa de
Penicillium se considera ausente ya que no fue posible cuantificarla con el método
analitico utilizado. En el caso de Trichoderma ambas actividades estan ausentes. Estos
valores tan bajos o ausentes de la actividad en ambos hongos pueden relacionarse con el
hecho de que la sintesis de celulasas y su actividad se ven inhibidas por la presencia de
altas concentraciones de azucar en el medio y por la presencia de polifenoles, los cuales
también se ha demostrado que son fuertes inhibidores de la actividad celulasa. Con estos
resultados se puede concluir que los residuos de mora pueden ser un sustrato promisorio
para la obtencion de celulasas por FMS, sin embargo se debe realizar un tratamiento
previo de los residuos que permita reducir la concentracion inicial de carbohidratos y de
polifenoles y optimizar la adicion de sales, con lo cual se pueda evaluar la actividad

enzimatica celulasa de Penicillium sp y Trichoderma sp.



I INTRODUCCION

El crecimiento de la industria biotecnoldgica se ha basado de manera importante en el
uso de hongos filamentosos para la produccion de enzimas y gran variedad de
metabolitos (Corkidi ef al. 2008). Estos microorganismos crecen formando redes
tridimensionales, capaces de penetrar la matriz porosa de los sustratos (Roussos y
Perraud-Gaime 1996) y se destacan por su capacidad enzimatica celulitica los géneros
Trichoderma (Basso et al.. 2010; Weber y Agblevor 2010), Aspergillus (de Vries y
Viser 2001), Claviceps, Penicillium, Rhizopus (Roussos y Perraud-Gaime 1996) vy
Sclerotium (Gautam et al. 2010).

La produccion de enzimas es un campo creciente de la biotecnologia (Viniegra-
Gonzalez et al. 2003), particularmente las celulasas son utilizadas a nivel industrial,
debido a su potencial en el area textil, en lavanderia, pulpa, papel y alimentos, entre
otras (Sukumaran et al. 2005, Gamarra et al. 2010, Sun et al. 2010). Su aplicacion inicid
cerca de 1980, primero en alimentos para animales y posteriormente en alimentos de
consumo humano (Bhat 2000), empleadas para favorecer la extraccion y filtracion de
jugos de frutas o verduras, filtracion de mostos, extraccion de aceites comestibles, etc
(Ponce & Pérez 2002). Estas enzimas son sintetizadas a partir de materias primas de
bajo costo, impulsando la investigacion en el mejoramiento de cepas productoras de

celulasas y en la optimizacion de los procesos de produccion (Corkidi et al. 2008).

La importancia de la produccién de celulasas utilizando hongos con capacidad de
degradar celulosa se basa en que esta constituye una de las moléculas orgénicas
renovables mas importantes del planeta (de Vries y Vise 2001, Shiahmorteza et al.
2003, Sukumaran et al. 2005, Martinez-Anaya et al. 2008, Wada et al. 2010). Las
enzimas celuliticas involucran un complejo de al menos, tres actividades diferentes, que
ademds se combinan de manera sinérgica para llevar a cabo la hidrolisis total de la
celulosa (Nidetzky et al. 1994, Basso et al. 2010). Dichas enzimas se pueden obtener
por la accion de los mohos sobre una matriz rica en celulosa mediante un proceso

fermentativo (Cen y Xia 2009). Una de esas matrices puede ser los residuos de mora.



El cultivo de mora es de importancia ecoldgica y econdmica (CUC sf), se encuentra
distribuido a nivel mundial y su produccion comercial estd ubicada en las zonas
templadas (Alvarado 2002); se estima que unas 300 especies de importancia se ubican
en tierras altas del tropico (Murillo y Arias 2005). La produccion de mora local
continua siendo un sistema de cultivo familiar, de forma organica y silvestre (Mora
2007) y en Costa Rica es caracteristica de lugares como Zarcero en Alajuela, la zona del
Guarco y Los Santos en Cartago (Strik ef al. 2007). De manera comercial es procesada
por las industrias locales y su uso principal es la obtencion de pulpas y jugos. Esto es
similar en otros paises que se consideran altos productores de la fruta como Colombia y

Ecuador donde las bebidas a base de mora tienen alta demanda (Gancel et al. 2011).

Por su parte, la fermentacion en medio solido (FMS) ha permitido el aprovechamiento
de residuos agricolas como salvado de trigo; bagazo de cafia, harina de yuca, cascara de
remolacha, entre otros, para la obtencion de diversos bioproductos de interés (Roussos y
Perraud-Gaime 1996) lo cual anima a utilizar otros subproductos para el mismo fin, por
ejemplo residuos de mora. El bioproceso de FMS presenta enormes ventajas que
incluyen, concentracion relativamente alta de los productos, lo cual facilita y disminuye
los costos de purificacion (Aguilar et al. 2008), alta productividad volumétrica, menor
generacion de residuos de fermentacion y ademas requiere un equipo relativamente
sencillo (Pandey et al. 1999). Ademas, este bioproceso tiene a su favor el uso de medios
de cultivo simples, donde muchas veces se puede utilizar directamente un sustrato
agroindustrial como medio de cultivo. Ademas condiciones de trabajo comunes como
gran concentracion del indculo y baja humedad del sustrato, disminuyen la posibilidad
de contaminacion (Aguilar et al. 2008). Es importante considerar para la produccion
bajo este sistema, parametros tales como humedad inicial y actividad de agua (aw) del
sustrato, pH inicial, concentracion del in6culo y temperatura de fermentacion

(Raghavarao et al. 2003).



II JUSTIFICACION

Entre los microorganismos productores de celulasas, los hongos filamentosos se
consideran los més adaptados para el crecimiento y biosintesis sobre sustratos solidos
(Roussos y Perraud-Gaime 1996). Su forma de crecimiento en redes y su caracteristica
de liberacion de enzimas extracelularmente, los faculta para la colonizacion de sustratos
solidos y para la conversion de materia como la celulosa, siendo esta una enorme
ventaja para su uso en FMS (Pérez-Guerra et al. 2003). Segun Roussos y Perraud-
Gaime (1996) en FMS se pueden usar dos tipos de inoculantes, la microflora natural del
sustrato y microorganismos controlados, de los cuales se conoce su capacidad de
sintesis de un compuesto determinado. En el caso particular de la produccion de

celulasas, Trichoderma es el género de hongos mas utilizado (Chahal 1985, Maurya et

al 2012).

Como lo mencionan Roussos y Perraud-Gaime (1996), el cultivo de microorganismos
sobre diferentes sustratos solidos depende de diferentes parametros tales como pH,
humedad, temperatura, entre otros. Los hongos filamentosos crecen en medios acidos y
pueden tolerar importantes cambios del pH. Por su parte la humedad es importante ya
que el agua sirve como vehiculo para las enzimas y los nutrientes y facilita los
intercambios gaseosos. Una humedad elevada en el sustrato causa una disminucion de la
porosidad, una baja difusion de oxigeno y una alta contaminacion. En cambio, una baja
humedad conduce a un crecimiento limitado y disminuye la disponibilidad del sustrato.
En el caso de la temperatura, los hongos filamentosos que se utilizan en los procesos de

FMS son por lo general mesofilos y crecen a temperaturas Optimas entre 29 y 35 °C.

Del procesamiento de la mora para la produccion de pulpa se obtienen cerca de un 26 %
de residuos (Gancel er al. 2011) los cuales en su mayoria no son aprovechados y
eventualmente se convertirdn en contaminantes para el ambiente si no se les trata
adecuadamente o si les da un uso como materia prima de otros compuestos, por lo tanto
podrian ser utilizados en diversos procesos como la biosintesis enzimatica mediante

FMS.



Al igual que muchos otros residuos, los de la mora presentan gran cantidad de
compuestos que no son aprovechados y siguen siendo una fuente rica de sustancias
biodegradables y energia para microorganismos (Seiboth et al. 1997, Berradre et al.
2009). De estudios sobre el aprovechamiento de residuos de mora se reporta su uso para
obtener compuestos fendlicos (Balasundram et al. 2006) y para evaluar la actividad
antimicrobiana como alternativa de sustitucion de conservantes sintéticos en alimentos
(Krisch, et al. 2009). Ademés han realizado estudios para aprovecharlos como
ingrediente en la elaboracion de reposteria, dado su alto contenido de grasa. Sin
embargo no se reporta el uso de estos subproductos para la produccion de enzimas, por
lo cual resulta interesante aprovechar este desecho agroindustrial con el fin de darle un

valor agregado.

En la mayoria de estudios de produccion de enzimas mediante FMS se utilizan sustratos
baratos (Sun ef al. 2010), ademas al utilizar este bioproceso se estaria haciendo uso de
una tecnologia con la que se pueden reducir los costos de operacion con respecto a las
utilizadas convencionalmente como la fermentacion sumergida. También conlleva un
valor agregado al hacer menor uso de recursos como agua y disminucién en los costos

de purificacion del producto final (Holker ef al. 2004).

Por lo tanto, los residuos de mora se perfilan como una alternativa interesante como
sustrato para la obtencion de enzimas mediante la acciéon de hongos celulosicos, ya que
son una materia prima accesible, un sustrato apto para un proceso de FMS y ademas se
puede obtener la microflora nativa que presente actividad celuldsica y sea capaz de

crecer con condiciones particulares de este residuo, como pH relativamente bajo.



IIT OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el uso de dos hongos filamentosos (7richoderma sp y cepa con capacidad
celuldsica aislada del residuo de mora) para la biosintesis de celulasas a partir de
residuos agroindustriales de mora (Rubus adenotrichos) mediante fermentacion en

medio solido.

3.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar quimicamente los residuos agroindustriales de mora utilizados

como sustrato en la fermentacion solida.

2. Obtener un microorganismo productor de celulasa a partir de la microflora de

desechos agroindustriales de mora.

3. Evaluar el efecto del pH y la humedad iniciales del sustrato, sobre la produccion

de celulasas por parte del microorganismo aislado y de Trichoderma sp.



IV MARCO TEORICO

4.1 Los hongos filamentosos en la produccion de enzimas celulasas

Los hongos filamentosos son un grupo diverso que usualmente se conoce con el nombre
de “mohos”, Es comun observarlos en alimentos en descomposicion y sobre detritus. Su
estructura estd descrita como un agregado de hilos ramificados (hifas) las cuales se
organizan para dar soporte a los procesos de produccion y diseminacion de esporas
(Kavanagh 2005). Las hifas aéreas se extienden sobre el sustrato formando una red
denominada micelio, el cual crece para encontrar nutrientes disponibles para procesos
metabolicos y fisiologicos del moho. La mayoria de las especies de hongos prosperan en
condiciones célidas con valores cercanos a los 25 °C, ambientes dulces con presencia de
azucares en el medio, condiciones acidas prefiriendo valores entre 4 y 6 y atmosferas
aerdbicas (Walker y White 2005).

Estos organismos son utilizados en una gran cantidad de procesos industriales, como
produccion de enzimas, vitaminas, polisacaridos, pigmentos, lipidos, entre otros.
Algunos de estos productos ya se producen de manera comercial y otros son
promisorios para la produccion biotecnologica (Adrio y Demain 2003). Muchos de estos
hongos son capaces de degradar material lignoceluldsico y secretar enzimas y otros
metabolitos de interés (Percival Zhang et al. 2006), lo cual los coloca como
microorganismos Utiles para los procesos biotecnologicos en términos de recuperacion
de sustancias, que por lo tanto inciden directamente en los costos de purificacion (Narra
et al. 2012). Por otra parte, los metabolitos secundarios también son muy importantes
para la salud y nutriciéon humana y tienen ademds un gran impacto econémico; por lo
tanto estos organismos son considerados muy exitosos para procesos fermentativos y
principalmente son capaces de llevar a cabo procesos importantes mediante tecnologias

de biotransformacion (Adrio y Demain 2003)

El uso de hongos filamentosos para la produccion industrial de importantes metabolitos
ha aumentado rapidamente en los Ultimos afios (Papagianni et al. 2001), principalmente

el uso de hongos filamentosos se destaca en la produccion de enzimas por el potencial



de secrecion de enzimas hidroliticas, se caracterizan por la formacion de hifas que les
permiten ser mas eficientes y competitivos al colonizar matrices solidas, tolerar baja
actividad de agua (aw) y resistencia a condiciones de alta presiéon osmética (Escudero et

al. 2013) y pH (Lynd et al. 2002).

Distintos tipos de hongos mesofilos o termofilos, pueden producir enzimas celulasas
para la hidrdlisis de material lignocelulésico. Dentro de los diferentes géneros y
especies de hongos productores de celulasas se encuentran Trichoderma,
Phanerochaeta, Sporotrix, Alternaria, Geotrichum, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Penicillium, Neurospora crassa, incluyendo ademas algunos hongos
comestibles como: Lentinula edodes, Volvariella volvacea, Pleurotus sp., (Lynd et al.
2002, Medna et al. 2010). Estos organismos estan ampliamente distribuidos y crecen de
manera tipica sobre o dentro de materiales sdlidos como plantas, granos y animales.
Son eficientes en la produccion de enzimas que utilizan para la degradacién de los
sustratos que les sirven como medio de soporte y fuente de alimento para la

sobrevivencia (Kazunari ef al. 2011).

Los procesos biotecnologicos para la obtencion de celulasas hacen uso de un
microorganismo capaz de sintetizar facilmente las enzimas y secretarlas al medio
exterior, ademas de requerir un sustrato inductor que propicie la formacion del complejo
enzimatico. En el Cuadro 1 se resumen algunos de los microorganismos utilizados para

la produccion de celulasas (Suesca 2012).



Cuadro 1. Principales microorganismos productores de celulasas (Suesca 2012)

Microorganismo Sustratos Escala Productividad Referencia
Cellulomonas Bagazo, tallo de 1L 37.51U/L/h en Ibrahim M. y
biazotea algodon, paja de trigo, CMC, 17.5TU/L/h Malik K., 1996
celobiosa, CMC y FPAsa
papel de filtro
Aspergillus Paja de trigo, bagazo, Fermentaciéon 240 U/ g sustrato Soni R. et al.,
fumigatus paja de arroz en estado endoglucanasa, 2010
solido 9.73 FPAsa
Acremonium Paja de arroz Matraz 10.8 U/mL en papel  Hideno A. et
cellulolyticus de filtro al.,2011
Penicillium Bagazo de cafia, Fermentacion  32.9 U/dm/g en Camassola M y
echinulatum salvado de trigo en estado papel de filtro Dillon A.J.P.,
solido 2007
Aspergillus Jacintos de agua 250 mL 0.9 U/mg CMCasa,  UsamaF. et al.,
niger, A. y 0.8 U/mg proteina 2008
nidulans en Avicelasa
Aspergillus niger  CMC de baja densidad  Matraz 0.3 U/mL Sohail M. et al.,
MS82 endoglucanasa 2009
Neurospora Paja de trigo Matraz FPAse 1.33 U/mL, Singhania R. et
crassa CMCase 19.7 U/mL, al., 2010
BGL 0.58 U/mL
Trichoderma Sauce pretratado Fermentador  FPAse 108 U/g Reczey, K. et al.
reesei 22L celulosa 1996
Trichoderma Avicel® Fermentador  FPAse 1.8 U/mL Weber J y
reesei RUT C30 Agblevor F.A.,
2005

Se considera que el género Trichoderma es el mas utilizado para los estudios de
produccién de enzimas celulosicas (Pandey et al. 1999, Singh et al. 2011) y es
mencionado como el mas eficiente productor de celulasas y hemicelulasas a nivel

industrial (Valkonen et al. 2014).

4.2 Componentes de la biomasa lignoceluldsica

La biomasa lignoceluldsica vegetal es el producto principal del proceso de fotosintesis
en ambientes terrestres y la fuente renovable més abundante producida en la biosfera

(cerca de 100 billones de toneladas de biomasa seca/afio) (Percival et al. 2006, Pereira



Andrade ef al. 2011). Segin Rubin (2008), esta biomasa esta constituida por celulosa,

hemicelulosa y lignina formando una capa protectora para la célula vegetal (Fig. 1).
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Figura 1. Componentes estructurales de la biomasa celulésica (Rubin 2008)

Particularmente la celulosa es el componente mas abundante; a pesar de las grandes
diferencias en la composicion de la estructura anatomica de paredes celulares de
diferentes taxas. Se puede decir de manera general, que el contenido de celulosa se
encuentra entre un (35 a 50) % del peso seco de la planta (Lynd et al. 2002). Asi, la
celulosa es el principal componente de la pared celular, la hemicelulosa el segundo mas
abundante que une las fibras de celulosa en las microfibrillas y las enlaza con la lignina,
creando una red compleja que brinda una estructura resistente de la planta, por ultimo la
lignina se considera que provee tanto a los tejidos de las plantas como a las fibras

individuales, resistencia a la compresion (Rubin 2008). La celulosa y hemicelulosa son



carbohidratos complejos formados por cadenas largas de moléculas de azucar de 5y 6
carbonos y la lignina es un polimero complejo no carbohidrato con estructura aromatica

(NSF 2008).

Una caracteristica importante de la celulosa es su estructura cristalina. Este biopolimero
es sintetizado en la naturaleza como moléculas individuales (cadenas lineales de
residuos glucosilicos) los cuales se auto ensamblan. Cerca de 30 moléculas individuales
de celulosa se unen para formar unidades mas largas (protofibrillas) las cuales a su vez
se empaquetan dentro de unidades mayores (microfibrillas) las cuales terminan

ensamblandose para formar las fibras de celulosa (Lynd et al. 2002).

4.3 Degradacion enzimatica de la biomasa celuldsica y medicion de la actividad
de enzimas celulasas.

En la naturaleza el grado de cristalinidad de la celulosa es variable, existiendo regiones
desde totalmente cristalinas hasta regiones muy amorfas, con diferentes grados de
cristalinidad entre estos dos extremos. Ademas de estas caracteristicas las fibras de
celulosa contienen varios tipos de irregularidades, tales como torceduras o giros de las
microfibrillas o huecos como microporos superficiales, grandes pozos y capilares. El
area de superficie total de una fibra de celulosa es por lo tanto mucho mayor que el area
de la superficie de una fibra idealmente lisa de la misma dimension. El efecto neto de la
heterogeneidad estructural dentro de la fibra es que las fibras, estan al menos
parcialmente hidratadas por el agua cuando se sumerge en medios acuosos y algunos
microporos y capilares son suficientemente amplios como para permitir la penetracion
de moléculas relativamente grandes, incluyendo en algunos casos, las enzimas

celuldsicas (Lynd et al. 2002).

La despolimerizacion enzimatica de la celulosa es clave para la conversion de la gran
cantidad de biomasa lignoceluldsica disponible en el planeta, convirtiéndose en un

proceso de importancia para el desarrollo economico (Hernandez-Santoyo et al. 1999),
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principalmente porque es una manera relativamente simple de aprovechamiento de los
residuos vegetales y convertir el material celuldsico disponible en azucares
monoméricos que sirven como materia prima para una gran cantidad de procesos

productivos biotecnologicos (Juha'sz et al. 2005).

Las celulasas se consideran el tercer grupo mas importante de enzimas con un 20 % del
mercado total de enzimas a nivel mundial (Wan Yoon et al. 2014), centrando las
investigaciones en todo el mundo por el potencial comercial para la conversion de los
materiales celuldsicos agricolas (Singh Nigam, 2013). Esto significa una alta demanda y
un importante impacto ecologico para el planeta, ademas de ser una fuente econdmica
para diversas industrias tal como la relacionada a la produccion de bioetanol, industria
textil, de pulpa y papel, formulacion de alimentos para animales, extraccion de jugo de
frutas y hortalizas (Singh Dhillon et al., 2011 y 2012 Wan Yoon et al. 2014) y
compuestos organicos de valor agregado a partir de residuos agricolas renovables, entre

otros (Singh Nigam, 2013).

Las celulasas son glicoproteinas que no requieren cofactor para realizar la actividad
enzimatica, ademas comprenden un complejo de tres enzimas importantes que actuan
de forma conjunta debido a la compleja estructura, cristalina y amorfa, de la celulosa,
hidrolizdndola en celobiosa, glucosa y oligosacaridos. Estas tres enzimas son: 1) 1,4-f-
D-glucano glucanohidrolasas (endoglucanasas, EC 3.2.1.4); 2) 1,4-B-D-glucano
celobiohidrolasas y 1,4-b-D-glucano glucohidrolasas (exoglucanasas, EC 3.2.1.91 y
3.2.1.74) y 3) B-D-glucosida glucohidrolasas (b-glucosidasas, EC 3.2.1.21) (Dave ef al.
2012, Narra et al. 2012).

El mecanismo ampliamente aceptado para explicar la hidrolisis enzimatica de la
celulosa involucra la sinergia de las tres enzimas (Fig. 2), el cual inicia con las
endoglucanasas (E.C. 3.2.1.4) que rompen al azar los enlaces internos de la molécula en
las regiones amorfas, producen una disminucion en la longitud de la cadena y un lento
incremento de los grupos reductores libres (Wan Yoon et al. 2014). Las exoglucanasas
(E.C. 3.2.1.91 y 3.2.1.74) remueven unidades de glucosa o celobiosa a partir del

extremo libre no reductor de la cadena de celulosa, dando como resultado un incremento
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rapido en los azlicares o grupos reductores y poco cambio en el tamafio del polimero.
Finalmente la B-glucosidasa (E.C. 3.2.1.21) hidroliza la celobiosa producida por las
actividades anteriores, dando como producto final la glucosa (Ponce & Pérez 2002, Liu

et al. 2009, Brijwani et al. 2010, Chander et al. 2011).
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Figura 2. Mecanismo de degradacion de la celulosa (Wan Yoon ef al. 2014)

Un analisis experimental ampliamente utilizado para medir la velocidad de una reaccion
catalizada por una enzima, consiste en mezclar soluciones de sustrato y enzima pura
apropiada, tiempo cero, en condiciones isotérmicas, con una solucion amortiguadora
(buffer) para controlar el pH. Las concentraciones de sustrato y producto son registradas
en diversos momentos, mediante técnicas espectrofotométricas, manomeétricas,
polarimétricas entre otras (Duarte 1993). La actividad enzimatica especifica se suele
expresar de diferentes maneras, en unidades enzimadticas arbitrarias por mg, donde la

unidad enzimatica estd relacionada con la descomposicion o formacion de cierto
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sustrato o producto en cierto tiempo, en términos de la velocidad constante de reaccion
por mg de enzima, o como los umoles de un sustrato reaccionando por minuto, por mg
de enzima. Una unidad (U) de una enzima es definida como la cantidad que catalizara la

transformacion de 1 umol de sustrato por minuto (Suesca 2012).

4.4 Factores que determinan la produccion de celulasas en la FMS

El proceso de FMS para produccion de celulasas implica una serie de parametros que
deben ser considerados y que influyen de manera importante en los rendimientos que se
obtienen. Dentro de estos se incluyen, (a) composicion del medio de fermentacion,
donde los medios mas utilizados tienen dentro de sus componentes una fuente de
carbono, nitrogeno, fosforo y solucion de elementos traza, entre otros, (b) pH, es uno de
los parametros mas dificiles de monitorear, (c) temperatura, donde el valor que se utilice
en el proceso es dependiente del microorganismo utilizado y (d) humedad del sustrato,
afectando tanto en niveles bajos, por la limitacion de solubilidad de nutrientes y niveles
altos ya que dificulta la difusion del aire en la matriz y eleva la posibilidad de

contaminacién (Wan Yoon ef al. 2014).

Folakemi et al. (2008) evaluaron el efecto de varios parametros, entre ellos pH y
temperatura, sobre la produccion de celulasas por parte de tres microorganismos,
usando como sustrato residuos de pifa, determinaron que para los microorganismos
utilizados el pH 6ptimo es 4 y la mejor temperatura se encontrd en un rango de (30-45)
°C obteniendo valores de actividad en condiciones Optimas entre 0,297 mg de glucosa
producida/0,5 mL de sustrato y 0,565 mg de glucosa producida/0,5 mL de sustrato. El
estudio de Latifian ef al. (2007) también demostré la significancia de estos parametros,
donde encontraron que las mejores condiciones para la produccion de celulasas en dos
cepas de T. ressei estaban influenciadas por temperatura y humedad mientras que el pH

no tuvo un efecto sobre las actividad enzimatica.
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4.5 Residuo agroindustrial de mora como sustrato para la produccion de
celulasas

La mora es un cultivo de importancia ecologica y economica (CUC sf) que se encuentra
distribuida a nivel mundial, su produccion comercial estd ubicada en las zonas
templadas (Alvarado 2002) y se estima que unas 300 especies de importancia se ubican
en tierras altas del tropico (Murillo & Arias 2005). La producciéon de mora local
continia siendo un cultivo familiar de forma orgénica y silvestre (Mora 2007) y es
caracteristica de lugares como Zarcero en Alajuela, y la zona del Guarco y Los Santos
en Cartago (Strik et al. 2007) y Pérez Zeledon (Castro y Cerdas 2005). Segtin Castro y
Cerdas (2005) el crecimiento del cultivo se ha visto influenciado por varios factores
como, aumento de la demanda, disposicion de tecnologia apropiada, al alcance de los
productores de escasos recursos y facilidades de acceder a capital de trabajo mediante
créditos con tasas de interés bajo, ademas de que los lugares mencionados anteriormente

retnen las condiciones agroclimatoldgicas aptas para el cultivo de esta fruta.

Segun datos de la FAO, la produccion mundial de Bayas (frambuesa, mora y
zarzamora) alcanzé las 363 000 toneladas en el 2001. Vale la pena indicar que la mora
se agrupa con la frambuesa y la zarzamora en las mismas partidas arancelarias, por lo
que no se cuenta con informacioén cuantitativa desagregada para mora. En el 2001,
Costa Rica exportd 753,52 toneladas de mora por un valor de US$ 3,8 millones;
principalmente dirigidas a Estados Unidos (79,8 %) despues a Holanda (Alvarado
2002); en el 2006 Guatemala se convirtid en el segundo destino para las exportaciones
de mora (Mora, 2007). Para el 2007 casi la totalidad de las exportaciones (96 %) se

dirigieron al mercado norteamericano (Arias 2008).

La mora, es considerada una fruta muy perecedera, presenta con un alto contenido de
agua (Alvarado 2002), vitaminas C, A y E, buena fuente de fibra y calcio (Castro y
Cerdas 2005). Ademas es rica en polifenoles (antocianinas y elagitaninas), compuestos
que son de interés debido a su actividad antioxidante y las posibles funciones

beneficiosas en la salud humana (Garcia et al. 2003, Acosta-Montoya et al. 2010).
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Cerca del 90 % del consumo mundial se destina al procesamiento para la produccion de
mermeladas, jugos y vinos y s6lo el 10 % se consume como fruta de fresca. (Arias
2008). En los principales paises productores de mora (Colombia, Ecuador y Costa
Rica), la mora es procesada para la produccion de bebidas (CUC sf). Murillo y Arias
(2005) estimaron que el consumo de mora por parte de la industria de los jugos y demas
procesados creceria un 10% anual, con lo cual también aumentarian los residuos. Del
procesamiento industrial de la fruta para la produccion de jugos se obtiene
aproximadamente un 26 % de residuos (Fig. 3), constituidos por semillas y restos de
pulpa (Garcia et al. 2003), los cuales generalmente no son aprovechados, aunque siguen
siendo una fuente rica de compuestos biodegradables y energia para microorganismos

(Berradre et al. 2009).

Moras — Moras congeladas (100 %)
l l, —————— Etapal ———— — —
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Figura 3. Flujo de proceso para la elaboracion de una bebida a base de mora a
nivel industrial (adaptado de Gancel ez al. 2011).
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Actualmente muchos grupos de investigacion trabajan en la obtencion de subproductos
a partir de fuentes renovables, especialmente residuos agroindustriales como pulpa de
manzana, residuos de mandarina, cascarilla de soja, bagazo de cafia y arroz (Singh
Dhillon ef al. 2012) que pueden ayudar a reducir costos de produccion, ademas del uso
de tecnologias mas baratas. Por otra parte el uso de estos residuos tiene un importante
componente de valor agregado al utilizar material que normalmente seria un

contaminante al medio ambiente (Singh Dhillon ef al. 2011).

4.6 Fermentacion en medio sélido

La FMS se define como el cultivo microbiano sobre la superficie y el interior de una
matriz solida en ausencia de agua libre, pero con suficiente humedad para permitir el
crecimiento de los microorganismos (Holker et al. 2004; Holker and Jirgen 2005;
Rodriguez y Sanromén, 2006; Singhania et al. 2009). Esta técnica ha sido utilizada
desde tiempos ancestrales para fermentar alimentos como pan, queso, salsa de soya y
miso (Glassey y Ward 2015) y maés recientemente metabolitos de interés y enzimas
(Rodriguez y Sanroman, 2006). Diversos autores indican que la FMS puede dividirse en
dos grandes tipos, basandose en el hecho de que se puede usar un sustrato natural como
matriz que provea los nutrientes al microorganismo o un soporte inerte suplementado
(como espuma de poliuretano o perlas de Amberlita), en ambos casos el agua libre debe
estar ausente, usualmente este proceso involucra sustratos que proporcionan espacios

intersticiales gaseosos que permiten el libre acceso al oxigeno (Viniegra-Gonzélez

2014, Glassey y Ward 2015).

El proceso de FMS esta condicionado a varios factores, los cuales inciden directamente
en una fermentacion exitosa, dentro de los cuales se pueden incluir, seleccion de los
microorganismos, seleccion del sustrato y costo de purificacion del producto terminado
(Singhania et al. 2009) ademas del pretratamiento del sustrato cuando se requiera,
tamafo de particula, espacio interparticula y area de superficie, humedad relativa,

tamaio de inoculo, entre otros (Viniegra-Gonzalez 2014).
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Por la naturaleza de las condiciones del proceso, principalmente relacionados al
concepto de actividad de agua en el sustrato, los hongos y levaduras son los mas aptos
para los procesos de FMS y las bacterias han sido consideradas inadecuadas en la
mayoria de los estudios (Rodriguez y Sanroman, 2006). Existen diversos estudios en

FMS con una gran variedad de sustratos y microorganismos para la obtencion de

distintos metabolitos (Holker et al. 2004) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Variedad de algunos sustratos, productos y microorganismos
involucrados en fermentacion en estado sélido (Holker et al. 2004)

Sustrato

Producto

Microorganismo

Referencia

Harina de almendra

Orujo de manzana,
mazorca de maiz,
cascara de cebada
Residuos del platano

Materia de engorde
Jalea de cacao

Mandioca, soja, grano
de amaranto
Torta de coco

Residuos de café

Rastrojo de maiz

Pulpa de eucalipto

Garbanzo
Lignito

Bagazo naranja

Pifia, fruta mezclada,
residuos maosmi
Caucho

Torta de soja
Tabhiti

Trigo con polvo de
semilla de frambuesa

Lipasas

Degradacion de tintes

Enzimas lignoliticas
Agente de biocontrol
Endo-poligalacturonasa

Aroma
Lipasas

Seta comestible

Enzimas celuloliticas

Xilanasa

Tempeh
Carbon solubilizado

Pectinasa

Acido citrico
Reciclaje

Proteasas

Pectinasas

Neomicina

Rhizopus oligosporus
Hongos de pudricion
blanca

Pleurotus sp.
Bacillus thuringiensis
Peacilomyces clavisporus

Rhizopus oryzae
Candida rugosa

Pleurotus ostreatus

Fusarium oxysporum

Streptomyces sp.
Aspergillus sp.

Trichoderma atroviride

Thermoascus aurantiacus

Aspergillus niger
Gordonia sp.

Penicillium sp.

Aspergillus sp.

Streptomyces marinensis

Ul-Hagq et al. (2002)

Robinson et al.
(2002)

Reddy et al. (2003)
Adams et al. (2002)
Souza et al. (2003)
Christen et al. (2000)

Benjamin and Pandey
(1997)

Fan et al. (2000)
Panagiotou et al.
(2003)

Beg et al. (2000)
Reyes-Moreno et al.
(2000)

Holker and Hofer
(2002)

Martins et al. (2002)
Kumar et al. (2003)

Arenskotter ef al.
(2003)
Germano ef al. (2003)

Dartora et al. (2002)

Ellaiah et al. (2003)
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La FMS se ha convertido desde hace varias décadas en un proceso biotecnoldgico con
un impacto ecologico y econdmico muy importante, el cual ha permitido la obtencion de
sub productos valiosos, con un alto valor agregado a partir de material que se considera
de desecho a nivel agroindustrial y que se convierte en una fuente de contaminacién
(Rodriguez y Sanroman 2006, Ang et al. 2013). Estos residuos agroindustriales son una
rica fuente de carbohidratos y otros nutrientes importantes para el crecimiento y
generacion de bioproductos (Singh Dhillon e al. 2012). Con esto, la obtencion de
productos quimicos a granel y productos de alto valor agregado como etanol, proteinas,
enzimas, acidos organicos, aminodcidos, metabolitos secundarios bioldgicamente
activos, saborizantes, etc, se han convertido en muchos casos en un negocio emergente
(Papagianni et al. 2001, Rodriguez y Sanroman 2006), sobre todo si se considera que el
uso de estos residuos reduce los costos de produccion entre un 40 % y 60 % (Singh
Dhillon et al. 2012). Dentro de las principales ventajas del proceso de FMS se citan que
presenta altas productividades volumétricas, alta estabilidad del producto, riesgo de

contaminacion bajo y bajos costos instrumentales (Garces 2004; Ang et al. 2013).

18



V MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1 Localizacion del estudio

El estudio se llevo a cabo en el Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
(CITA) de la Universidad de Costa Rica (UCR), ubicada en San Pedro de Montes de
Oca. Especificamente, en el Laboratorio de Microbiologia se llevaron a cabo las
fermentaciones; los andlisis quimicos se realizaron en los Laboratorios de Quimica de la

Escuela de Tecnologia de Alimentos y del CITA.

5.2 Materia prima

5.2.1 Descripcion de materias primas
En el cuadro 3 se detallan las materias primas asi como las fuentes de donde se
obtuvieron, en la figura 4 es posible detallar el aspecto de los dos tipos de residuos

utilizados en las FMS

Cuadro 3. Descripcion de las materias primas a utilizar en el proyecto.

Materia Prima Descripcion
Residuos de mora Residuos finos y gruesos (Fig 4.), obtenidos de un proceso
(Rubus adenotrichos) de produccion de pulpa de mora de la empresa Protica S.A.
Cartago.
Microorganismo Cepa de hongo filamentoso con actividad celulitica, aislada

de la microflora de los residuos agroindustriales de mora
provenientes de Protica S.A.

Cepa de Trichoderma sp obtenida de la cepoteca de la
facultad de Microbiologia, UCR.
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Figura 4. Aspecto de los residuos finos (izquierda) y gruesos (derecha) utilizados en
la FMS en el estudio.

5.2.2 Preparacion inicial del residuo de mora

Los residuos que posteriormente se utilizaron para el proceso de FMS fueron obtenidos
después del procesamiento industrial de la mora para la obtencion de pulpa, tal como se
detallo en la figura 3. El tratamiento previo de los residuos para posteriormente ser

usados en la FMS se detalla en la Fig. 5.
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[ Residuos de mora ]

Residuofino

—
—

Residuo grueso ]

A 4

Secado
(70 °C/30 min)
Empaque
(alvacio en bolsas de alta densidad con 500 g)

A 4

[ Almacenamiento ]

[-20°C)

Figura 5. Flujo de proceso para la preparacion de residuos de mora utilizado como
sustrato para la fermentacion solida.

La descripcion de dicho proceso se detalla a continuacion:

1.

2.

3.

Secado: el residuo grueso se colocd en bandejas con una altura no mayor a 1 cm.
Las bandejas fueron colocadas en un horno “National” con temperatura de
secado de 70 °C, se monitoreo la apariencia de los residuos cada 15 min hasta
que se observo un residuo seco de color uniforme sin evidencia visual de
humedad. Una vez seco se tomaron tres muestras y se enviaron al laboratorio de
quimica del CITA para determinar su humedad.

Empaque: el empaque se realizO en bolsas de alta densidad con
aproximadamente 500 g de sustrato, selladas al vacio.

Almacenamiento: Las bolsas con los residuos de mora se almacenaron en un

congelador a —20 °C.
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5.3 Caracterizacion quimica de los residuos de mora

El desecho de mora obtenido se sometio a anélisis quimicos con el fin de caracterizar el
sustrato para la fermentacion, principalmente por tratarse de un residuo agroindustrial.
Se tomaron tres muestras del lote de residuos gruesos y tres muestras del lote de
residuos finos para realizar los andlisis de celulosa y hemicelulosa (Van Soest y

Robertson 1981) y lignina (Effand 1977)

Adicionalmente tres muestras de cada tipo de residuos se enviaron a los laboratorios del
Centro de Investigaciones en Agronomia y al CITA ambos de la Universidad de Costa
Rica para determinar el contenido de minerales y la composicion bromatoldgica

respectivamente (los métodos de analisis se detallan en el Anexo 1).

5.4 Metodologia para la obtencion del microorganismo productor de celulasa a

partir del desecho de mora

Todas las muestras se analizaron en el laboratorio de microbiologia del CITA. Los tres
tipos de muestras analizadas y los tratamientos usados para obtener la microflora de

mora se detallan en el Cuadro 4
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Cuadro 4. Distintos tipos de muestras y tratamientos utilizados para la obtencion

de hongos filamentosos con actividad enzimatica celulasa

Tipo de muestra

Tratamiento

Condiciones de incubacion

Cinco muestras de cada
tipo de residuo de 100 g,
tomadas  después  del
procesamiento de la mora
en Protica S.A.

De manera aséptica se transfirieron
25 g de cada una de las muestras a
frascos que contienen 225 mL de
caldo infusion cerebro corazon
marca Oxoid, esterilizado a 121 °C
por 15 min.

Se incubaron por un periodo de
(48 £ 2) ha (35«2 °C
posteriormente se transfirieron
mediante  la  técnica de
esparcimiento, 100 pL del
medio a placas con “agar mora”
(Anexo 4) que se incubaron de 5
a7 dias

Cinco muestras de fruta de
100 g directamente del
campo, especificamente de
una finca productora de
mora de la zona de San
Martin de Dota, Cartago.

Se colocaron en un frasco de
licuadora estéril y se procesaron.
Luego de manera aséptica se
transfirieron 25 g de cada una de las
muestras a frascos que contienen
225 mL de caldo infusion cerebro
corazon marca Oxoid, esterilizado a
121 °C por 15 min.

Se incubaron por un periodo de
(48 £ 2) ha (35 £ 2) °C,
posteriormente se transfirieron
mediante  la  técnica de
esparcimiento, 100 pL del
medio a placas con “agar mora”
que se incubaron de 5 a 7 dias

Cinco muestras de 100 g
aproximadamente de cada
tipo de residuo obtenidos
directamente de Protica
S.A

Se colocaron los 100 g de las
muestras, asépticamente en frascos
estériles adecuados

Se incubaron las muestras en
condiciones de oscuridad y
temperatura ambiente por un
periodo mayor a 5 dias, las
porciones de residuos con
evidencia de crecimiento de
microorganismos después de la
incubacion se transfirieron a
placas de petri que contienen
“agar mora” que se incubaron
de 5 a7 dias.

En el anexo 4 se detalla la composicion del agar mora utilizado para el aislamiento de

los mohos obtenidos de los residuos de mora (Gonzalez 2012).

Alternativamente con un asa bacteriologica, se transfirieron a placas con “agar mora”

las colonias que se formaron en la superficie del caldo de cultivo procedente de los

primeros tipos de muestra presentados en el cuadro 4

Las placas de agar mora con las distintas muestras se incubaron 5 dias a (23 £ 1) °C.

Una vez pasado el periodo de incubacioén se procedio a aislar los microorganismos

encontrados para lo cual se transfirieron porciones de los mohos o colonias de bacterias

y levaduras que crecieron en las placas con agar mora a placas de agar papa dextrosa
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(APD) acidificado a un pH de 3,5 con acido tartarico al 10 %. Se descartaron para este
estudio de la actividad celulasa las levaduras y bacterias al tratarse de un proceso de

fermentacion solida (Pérez-Guerra et al. 2003).

Una vez aislados los microorganismos se procedio a su identificacion, para lo cual se
enviaron al Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Microbiologia
de la Universidad de Costa Rica, la identificacion se realizé segun el método de Pouch
2003, creciendo el microorganismo en agar papa dextrosa y mediante la observacion de

su morfologia.

Los microorganismos aislados se mantuvieron a 4 °C en placas de petri con APD para
realizar los subcultivos necesarios con el fin de obtener las esporas para las

fermentaciones y su uso en analisis posteriores.

5.4.1 Determinacion primaria de la actividad celulitica de microorganismos
aislados de residuos de mora

Para determinar la actividad celulitica y seleccionar el microorganismo que se usé en las
fermentaciones, se utilizé la técnica cualitativa descrita por Chand ef al. (2008), con
agar carboximetil celulosa (CMC) cuya formulacion se describe en el Cuadro 5 y una

solucion de color KI/I (solucion de Gram).

Cuadro 5. Composicion del agar CMC

Nutriente Concentracion (g/L)

NaNO; 2,0
K,HPO, 1,0
MgSO, 0,5
KCl 0,5
CMC sodica 2,0
Peptona 0,2
Agar 17.0
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Para la prueba se prepar6 una suspension de esporas de los cultivos incubados por 3 a 5
dias en APD con concentracion de 1,0 x 10° esporas por mL, se inocularon 10 pL de la
suspension en el centro de placas de agar CMC. Las placas se incubaron de por 48 h a
30 °C y se sigui6 el procedimiento de seleccion de las cepas productoras de celulasas.
Las cepas se identificaron debido a que la solucion de gram forma un complejo negro
azulado con la celulosa, pero no con la celulosa hidrolizada, dando como resultado una
zona clara y definida alrededor de las colonias productoras de celulasas, la coloracion
ocurre en un tiempo de 3 a 5 minutos. Como control positivo se utilizd una suspension

de esporas de Trichoderma sp.

El microorganismo aislado con el mayor diametro promedio de halo fue utilizado para

las pruebas de FMS.
5.5 Metodologia basica de las fermentaciones en medio sélido

A continuacion se describe el procedimiento general que se llevdo a cabo en las

fermentaciones en medio solido.

5.5.1 Preparacion del medio de fermentacion a partir de residuos de mora

Para preparar el sustrato, se descongeld el residuo de mora, colocando las bolsas con
residuos en un recipiente con agua a temperatura ambiente hasta que estuvo totalmente

descongelado.

La mezcla de los tipos de sustrato se hizo en proporciones de 50 % de residuo grueso y
50 % de residuo fino. Se mezclaron en recipientes autoclavables y se homogenizaron

manualmente y posteriormente se esterilizaron en autoclave por 15 min a 121 °C.

5.5.2 Preparacion del inéculo utilizado para las fermentaciones

A partir del microorganismo seleccionado en el punto 5.4.1 se obtuvieron las esporas
para las fermentaciones. El inoculo se prepard cultivando el microorganismo en APD

acidificado e incubandolo por 5 dias a 30 °C. Una vez terminado el tiempo de
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incubacion se obtuvieron las esporas las cuales se extrajeron agregando una solucion

estéril de agua destilada con tween 80 al 0,1 % (v/v). El indculo se utilizdé en una
s 7 7 .

concentracion de 1 X 10 esporas por g de materia seca. El conteo de las esporas se

realizé con una camara de Neubauer.

5.5.3 Fermentaciones para la produccion de celulasas

Las fermentaciones se llevaron a cabo en erlenmeyers (frascos) de 250 mL, los cuales se
colocaron en una incubadora con temperatura de 27°C, la cual se encuentra dentro del
rango Optimo de crecimiento de hongos filamentosos (Roussos y Perraud-Gaime 1996),
durante el tiempo de la fermentacion, por la naturaleza del proceso de fermentacion y el

disefio del experimento se considera una sola temperatura para los ensayos.

En cada frasco se colocaron 10 g de sustrato, previamente autoclavado e inoculado. La
inoculacion se realizd mediante un micro goteo del indculo sobre el sustrato el cual se
mezcld con ayuda de una espatula estéril. Cada muestra de 10 g del sustrato se peso

asépticamente directamente en los frascos de fermentacion estériles.

5.5.4 Toma de muestras

Cada 24 horas a partir de las 48 h y hasta las 120 h de fermentacion se tomo una
muestra (la cual representa el total del contenido de un frasco) con el fin de monitorear

el avance de la fermentacion para la produccion de celulasas.

5.5.5 Tratamiento de las muestras

A cada matraz de fermentacion se le adicionaron 15 mL de agua destilada con tween 80
(0,1 % v/v). Se agitaron a 150 rpm por 15 min a temperatura ambiente. La suspension
resultante después de la extraccion se filtro en un embudo buchner y papel Watman # 1

y el liquido obtenido se centrifugd (4000 rpm, 15 min y temperatura ambiente),
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posteriormente el sobrenadante se almaceno a -20 °C hasta su uso en la determinacion

de actividad enzimatica y contenido de proteina (Diaz ef al. 2007).

La medicion del pH se realizé sobre la suspension enzimatica después de centrifugar,

segin el método CITA: P-SA-Q-012, que refiere el método 981.12 AOAC (2006).

5.5.6 Variables de medicion de las fermentaciones

Se determiné en cada fermentacion la actividad de dos celulasas: exo-B-1,4-glucanasa y
endo-3-1,4-glucanasa y la determinacién de proteina como se describe en los punto

5.5.7y5.5.8.

5.5.7 Actividad enzimatica celulolitica

La actividad celulitica exo-B-1,4-glucanasa y endo-8-1,4-glucanasa en las muestras
tomadas durante las fermentaciones se realizd con celulosa microcristalina (Avicel®) y
CMC como sustrato respectivamente. Una unidad de actividad exo-B-1,4-glucanasa y
endo-B-1,4-glucanasa se expresan como nano moles de glucosa liberados por minuto
por miligramo de proteina (Ul/mg de prot). Los azucares reductores (glucosa) liberados
como producto de la hidrdlisis de la celulosa, se estimaron mediante el método de acido

dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959).

5.5.8 Determinacion de proteina

La determinacion de la proteina se realizd segin el método de Lowry et al. (1951),

usando albiimina bobina como sustrato
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5.6 Evaluacion del efecto del pH y la humedad iniciales del sustrato, sobre la
produccion de celulasas por un microorganismo aislado de residuos de mora y

Trichoderma sp

Para evaluar el efecto del pH y la humedad iniciales sobre la produccion de celulasas en
ambos microorganismos, se llevaron a cabo estudios de las cinéticas de fermentacion

utilizando el sustrato de los residuos de mora.

Los valores de pH y porcentaje de humedad para los ensayos se detallan en el disefio
experimental. Los ajustes en el pH se realizaron con una solucion de NaOH 4 M. Para lo
cual se consider6 el volumen de la solucion adicionado para el célculo del porcentaje de
humedad inicial del sustrato. El porcentaje de humedad se ajustd con agua destilada, la
formula para calcular la cantidad de agua que se requiere agregar para realizar el ajuste

a las diferentes humedades fue:

g de agua agregados + g de agua contenidos en la muestra
% Humedad = — - x 100
g agua agregados + g de s6lido himedo

Se considerd dentro de los gramos de agua agregada el volumen de indculo y la
cantidad de NaOH necesaria para ajustar el pH. Ambos tratamientos (ajuste de humedad

y pH) se realizaron antes del proceso de autoclavado del sustrato.
Después de estos ajustes la fermentacion se realiza seglin se detallo en el punto 5.5.3

5.6.1 Diseiio experimental

Para determinar las mejores condiciones de humedad y pH iniciales para cada uno de

los microorganismos, se llevd a cabo un disefio Doehlert para dos factores.

El disefio Doehlert se caracteriza por la uniformidad en el llenado de espacio, es decir,

las distancias entre todos los experimentos vecinos son iguales. El disefio de dos
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factores consiste en un hexagono centrado (Fig. 6). Para el disefio de dos factores
Doehlert, uno de los factores se examina en tres y el otro en cinco niveles. En este
disefio se requiere un escaso nimero de determinaciones experimentales, se utiliza para
factores continuos y de relacion no lineal lo que representa la principal ventaja de este

disefio con respecto a otros métodos de amplia aplicacion.

El nimero de experimentos es generados a partir de la ecuacion; N = k2 + k + pc.

Donde k es el numero de factores y pc las repeticiones en el punto central (Dejaegher y

Vander Heyden 2009).

1 | |
Factors
Experiment A B 0%

1 1 0

2 -1 0 @

3 0.5 0.866 g 0 ®
4 -0.5 0.866 i

5 0.5 -0.866 05

6

05 -0.866 ' \ /
etc. 0 0
-1 I |

-1 -0.5 0 0.5 1

Factor A

Figura 6. Disefio Doehlert para 2 factores (Dejaegher y Vander Heyden 2009).

En este disefio se desarrollaron nueve ensayos para cada microorganismo descritos en el

cuadro 6, con k=2 y pc=3. Donde X1= humedad (%) y X2= pH.
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Cuadro 6. Ensayos de la matriz de Doehlert para las fermentaciones solidas de
residuos de mora.

Tratamiento Unidades codificadas Unidades normalizadas
X1 X2 Humedad (%) pH
1 1 0 80 5
2 -1 0 60 5
3 0,5 0,866 75 6,73
4 -0,5 -0,866 65 3,27
5 0,5 -0,866 75 3,27
6 -0,5 0,866 65 6,73
7 0 0 70 5
8 0 0 70 5
9 0 0 70 5

5.6.2 Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se utilizo el paquete estadistico JMP® 7.0 (SAS Institud
Inc., EUA) con el fin de determinar si existieron diferencias significativas (p<0,05)
entre las diferentes condiciones de humedad (%) y pH iniciales evaluadas para cada
microorganismo, se realizo un andlisis de superficie de respuesta utilizando la actividad
enzimatica como variable respuesta y evaluando los dos factores de porcentaje de

humedad y pH para cada tiempo de fermentacion.

Cuando no fue posible identificar el efecto sobre la actividad en cada una de los
tiempos, se analizo la actividad de toda la fermentacion para evaluar el efecto “global”
de las condiciones ensayadas sobre la actividad enzimdatica mediante un analisis
factorial de 3 factores, incluyendo el tiempo como factor, ademas de humedad (%) y

pH.
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VI RESULTADOS Y DISCUCION

6.1 Caracterizacion quimica de los residuos

En el cuadro 7 se presentan los valores correspondientes al contenido de fibras en

ambos tipos de residuos de mora.

Cuadro 7. Caracterizacion de las fibras de los residuos de mora'

ANALISIS RESIDUO GRUESO RESIDUO FINO
Lignina (%) 1,02+0,2 nd
Celulosa (%) 64,87 £ 5,47 38,97 +2,18
Hemicelulosa (%) 9,16 0,70 13,33 £ 0,54

; - — ;
Datos expresados como promedio + desviacion estandar, n= 3; nd: no detectado

Como se observa en el cuadro 7, el principal componente en ambos residuos es la
celulosa. La hemicelulosa se presenta en mayor porcentaje en el residuo fino y en
ambos tipos de residuos el contenido de lignina es sumamente bajo, lo cual concuerda
con la literatura donde se indica que generalmente la lignina es el componente que se
encuentra en menor fraccion en la biomasa, con valores generalizados que pueden variar
entre el 10% y 25% dependiendo del material analizado (Shahzadi et al. 2014). Los
residuos ricos en celulosa y hemicelulosa son utilizados para la produccion de enzimas
celulasas debido a que estos componentes funcionan como inductores de la actividad
enzimatica, algunos sustratos como paja de maiz con paja de trigo contienen cerca de
26% y 33% de celulosa y hemicelulosa respectivamente al inicio de la fermentacion
(Yang et al 2001), valores que estan por debajo de los encontrados en los residuos de
este estudio, otros sustratos como el bagazo de cafia puede contener hasta un 42 % de
celulosa y valores cercanos al 20 % tanto de lignina como de hemicelulosa (Shahzadi et
al. 2014), considerando el alto contenido de celulosa y hemicelulosa en los residuos de
mora estos parecen ser un sustrato promisorio para la produccion de enzimas celulasas

por FMS.

En el cuadro 8 se presentan los resultados de la composicion quimica de los dos tipos de

residuos de mora utilizados.
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Cuadro 8. Caracterizacion fisico-quimica del residuo obtenido del residuo de mora

de la industria Protica, Cartago1

ANALISIS RESIDUO GRUESO RESIDUO FINO

Humedad (%) 40,59 £ 0,35 80,37 £ 1,12
Ceniza (%) 0,82 + 0,09 0,58 + 0,04
Proteina (%) (N X 6.25) 4,31 £0,41 2,06 £ 0,09
Grasa (%) 9,05 £ 0,64 0,16 £ 0,01

Fibra dietética (%) 35,93 + 1,41 9,24 £ 0,60
Carbohidratos totales (%) 44,37 £ 0,97 14,89 £ 0,95
Calorias (kcal / 100 g) 135,06 + 8,66 38,11 +2,00
pH 3,03 £0,00 3,04 £ 0,04

° Brix 0,79 £0,01 6,92 +£0,29
Almidon (%) 0,15+ 0,05 0,21 £0,02
Fructosa (%) 0,19+ 0,10 0,83 +0,11
Glucosa (%) 0,16 0,11 0,79 +£ 0,07
Sacarosa (%) 0,45+0,04 0,04 +0,00

T - — ;
Datos expresados como promedio + desviacion estandar, n=2

A pesar de ser residuos soélidos sometidos a procesos de extraccion de pulpa y jugo
durante el procesamiento industrial (Gancel ef al. 2011), ambos subproductos conservan
un gran contenido de humedad. Por lo tanto para desarrollar los procesos de
fermentacion de este estudio fue necesario secar uno de los residuos con el fin de lograr
las humedades propuestas para el disefio experimental de fermentacion. Otro de los
componentes importantes es la presencia de proteina, la cual se convierte durante el
proceso de crecimiento del hongo en una fuente valiosa de aminoacidos (Walker y
White, 2005). Un dato interesante es el porcentaje de grasa presente en los residuos
gruesos, considerablemente mas alto que lo reportado para los residuos finos, la cual
podria ser utilizado por ciertos microorganismos como una fuente alternativa de

carbono (Walker y White, 2005).

Del total de los carbohidratos, la suma de los azlicares fructosa, glucosa y sacarosa
corresponden tan solo a un 1,8 % para los residuos gruesos y un 3,7% para los residuos

finos. Es importante destacar que tanto la glucosa como la fructosa se presentan en
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cantidades similares en cada tipo de residuos, no asi la sacarosa que se encuentra en
mayor porcentaje en el residuo grueso respecto a los demas azucares y por el contrario
en el residuo fino estd practicamente ausente (cuadro 8). Estos valores son muy
adecuados para los procesos fermentativos si se considera que los microorganismos
consumen principalmente azicares simples como fuente de carbono (Walker y White,
2005). No se han encontrado reportes previos que permitan comparar los valores
obtenidos con otros tipos de residuos de moras, sin embargo se puede observar que gran
parte de los componentes de la fruta se conservan y estdn disponibles en los
subproductos. Un ejemplo son los azlicares, donde la fruta madura tiene 1,7 % de
glucosa y un 1,5 % de fructosa (Cozzano 2007), lo que segln los valores reportados en
el cuadro 8 equivale a un 9,4 % de glucosa y 12,7 % de fructosa remanentes en el
residuo fino y un 46,5 % y 55,3 % respectivamente en el grueso. Lo importante del
contenido inicial de los azucares es que sirven como fuente primaria de alimento para el

desarrollo del hongo durante la FMS

Otro componente importante que ha sido ampliamente documentado es el contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante de la mora (Gancel et al, 2011). Un resumen de
estos compuestos en los residuos de mora se detalla en la cuadro 9. En muchos casos
estos compuestos son sintetizados por las plantas para utilizarlos como mecanismo de
defensa contra fitopatogenos, que usan celulasas para lograr ingresar a las células

vegetales (Ximenes et al. 2010).

Cuadro 9. Caracterizacion del contenido de polifenoles y capacidad antioxidante
de los residuos de mora de la industria Protica, Cartago'

ANALISIS RESIDUO GRUESO RESIDUO FINO
Polifenoles (mg ac. galico / g muestra) 10,20 + 1,66 8,68 + 0,40
Conc. Antocianina HPLC (mg cianidin / g 0,54 £0,04 2,22 +0,07

muestra)

T - — -
Datos expresados como promedio + desviacion estandar, n=2.
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Los macro y micro elementos contenidos en el sustrato de fermentacion son un punto
importante para el buen crecimiento de los hongos y la produccion de las enzimas
celuldsicas, en el cuadro 10 se indican los minerales contenidos en los residuos

utilizados en este estudio.

Cuadro 10. Contenido mineral de los residuos grueso y fino de mora'

MINERAL RESIDUO GRUESO RESIDUO FINO
N (%) 1,27 £ 0,06 1,88 £ 0,09
P (%) 0,20+ 0,01 0,09 £ 0,01
Ca (%) 0,21 £0,01 0,36 = 0,02
Mg (%) 0,14 £0,01 0,08 £ 0,00
K (%) 0,25 +£0,03 0,80 £ 0,02
S (%) 0,08 =£0,01 0,14 £0,01
Fe (mg/kg) 17,00 + 2,00 157,67 £ 42,00
Cu (mg/kg) 9,00 + 1,00 12,67 + 3,79
Zn (mg/kg) 15,33+ 0,58 9,00 + 0,00
Mn (mg/kg) 75,00 £ 5,57 67,33 +£2,08
B (mg/kg) 4,33+ 0,58 12,00 £+ 0,00

' Datos expresados como promedio + desviacion estandar, n=2.

La suplementacion con soluciones de sales es comln en los estudios de fermentacion
solida, principalmente en sustratos que funcionan Unicamente como soporte para la
produccion enzimatica (Roussos & Perraud-Gaime, 1996), una de las soluciones de
sales cominmente utilizadas es la de Mandels (Mandels y Weber 1969, Esterbauer et al.
2001, Szijartd et al. 2004, Singh Oberoi et al. 2010) que contiene dos fuentes de
nitrogeno inorgédnicas (urea y sulfato de amonio) y una orgénica (peptona), ademas
KH,PO, para la accion buffer, una fuente de calcio, magnesio, microelementos (sulfatos

de hierro, manganeso y zinc ademads de cloruro de cobalto) y un surfactante.

La composicion mineral de los residuos de mora permite observar que este sustrato
provee la mayoria de los componentes necesarios para el crecimiento de los hongos y la
produccion de enzimas (Walker y White, 2005), sin embargo la presencia de estos
componentes en la matriz no asegura que los microorganismos puedan utilizarlos ya que

no todos se encuentran de formas disponibles (Kavanagh 2005). Uno de los elementos
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mas importantes relacionados a la produccion enzimatica es el nitrogeno, el cual se
puede adicionar al medio de forma inorgéanica, organica, en las formas presentadas por
Mandels y Weber (1969) o aprovechar el que se encuentra presente en el sustrato. La
fuente de la que proviene este nutriente, determina en gran parte la produccion de
celulasas demostrandose que cuando se suplementa con nitrégeno organico se obtiene
una mayor produccion de enzimas (Kim et al. 2014); por lo tanto es importante evaluar
si es necesaria la adicion de una fuente organica de nitrégeno para que se dé la
produccion de enzimas. Dato que también concuerda con lo reportado por Sun et al.
(2010) quienes obtuvieron mayores valores de actividad celulasa al adicionar distintas
fuentes de nitrogeno a sus fermentaciones de residuos de manzana, aumentado de 4,2
(U/gramo de materia seca) en el control sin adicion de nitrégeno a 6,7 (U/gramo de
materia seca) al adicionar peptona y 7,6 (U/gramo de materia seca) al suplementar con

residuos de maiz.
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6.2 Identificacion de microorganismos

Los residuos de mora sometidos a un primer tratamiento con caldo infusidon cerebro
corazon (tratamiento 1 y 2 del cuadro 4) no permitieron el aislamiento de hongos. El
total de microflora aislada a partir de estos tratamientos estaba compuesta por levaduras
y algunas bacterias, las cuales no son consideradas en este estudio para la produccion de
enzimas celulosicas. Por otra parte a partir de los residuos que se colocaron
directamente en un frasco de incubacion sin adicion de caldo cerebro corazon
(tratamiento 3) si se lograron aislar 5 tipos de hongos de los cuales se detalla su

capacidad celulolitica en el cuadro 11.

Cuadro 11. Diametro del halo (mm) de 5 hongos aislados de residuos de mora y un
control positivo (C+) después de incubacion por 48 h a 30 °C sobre agar cMmc!

MICROORGANISMO DIAMETRO DEL HALO (mm)
(C+) Trichoderma 20,5+3,5
Penicillium sp* 14,5+0,7
Cepa A** 6,014
Cepa B** 9,0+0
Cepa C** 4,0+0
Cepa D** 4,0+0

Datos expresados como promedio + desviacion estandar, n=2. * cepa aislada e identificada, ** cepas sin
identificar
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En este caso se obtuvieron muestras con crecimiento en 3 de los 10 frascos que se
incubaron inicialmente, todos correspondieron a muestras de residuos finos.
Posiblemente los hongos encontrados en el residuo prefieren para su desarrollo un
ambiente con menor humedad, ademas estos microorganismos pueden no
necesariamente encontrarse en el sustrato, sino que pueden ser esporas que se
encontraban en el ambiente o en los recipientes de almacenamiento de los subproductos
en la planta procesadora, que al encontrar condiciones favorables para crecer iniciaron
el proceso de desarrollo del hongo y por esto fue posible encontrarlos en la porcion de
sustrato analizada. Este comportamiento de crecimiento de distintos microorganismos
segun el tratamiento utilizado para el crecimiento puede deberse a que los hongos
requieren de algunas condiciones que permitan su crecimiento, como un pH de neutro a
acido, un buen ambiente oxigenado y un sustrato que permita la elongacion de las hifas

(Kavanagh 2005).

La capacidad celulolitica sobre agar CMC fue determinada por la formacion de halos de
hidrolisis, en todos los casos el didmetro del halo corresponde a la medida en milimetros
(mm) de la zona clara menos el diametro de la zona de crecimiento de micelio del
microorganismo. En las 6 cepas analizadas (5 aisladas del subproducto mas el control)
se obtuvieron halos de hidrélisis, siendo la cepa control la de mayor tamafio, seguida de
la muestra que se envid a andlisis para la respectiva identificacion, de la cual se

concluyd que se trataba de un representante del género Penicillium.

En las publicaciones de Bhat (2000) y Singhania et al (2010) se mencionan varios
estudios en los que se ha utilizado este género como productor de enzimas celulasas asi
como a Trichoderma, ademas el hallazgo de Penicillium como microorganismo capaz
de producir enzimas hidroliticas celulasas concuerda con los estudios de Kim et al
(2014) en los que utilizaron cepas de este género en la produccién de estas enzimas.
Dentro de las ventajas de la produccion de celulasas por este género se mencionan que
especies como P. funiculosum son capaces de secretar enzimas con un mejor balance
entre actividades B-glucosidasa y endo y exoglucanasa que las enzimas encontradas
comercialmente (Castro et al., 2010), P. citrinum produce enzimas tolerantes a pH

basicos y ademads son termotolerantes (Dutta et al., 2008), con estas caracteristicas se ve
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favorecida la degradacion total del material celuldsico, por lo tanto es posible obtener
un mayor rendimiento al aprovechar mas el sustrato de fermentacion, ademas podria
contribuir en el mejoramiento del proceso industrial en el cual se use la enzima al

permitir por ejemplo trabajar a temperaturas mas altas o pH menos acidos.
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6.3 Evaluacion del efecto del pH y la humedad iniciales del sustrato, sobre la
produccion de celulasas de Penicillium sp y Trichoderma sp.

A continuacion se detallan los resultados obtenidos a partir del disefio para la
evaluacion de la produccion de enzimas celulasas utilizando Penicillium sp y
Trichoderma sp sobre residuos de mora. El efecto del pH y humedad inicial del sustrato
fue estudiado utilizando como variable de respuesta la actividad enzimatica (endo y exo
glucanasa). Se evaluaron 7 tratamientos, con tres repeticiones en el punto central del
diseno para un total de 9 ensayos. En el cuadro 12 se presentan las actividades
enzimaticas endoglucanasas para Penicillium segun las combinaciones de porcentaje de

humedad y pH estudiados para cada tiempo de fermentacion.

Cuadro 12. Actividad enzimatica endoglucanasa (Cx) para Penicillium segun
diferentes tratamientos.

Tratamiento Humedad pH Actividad endoglucanasa (Ul/mg de proteina)*
(%) 48 h 72 h 96 h 120 h
1 80 5 0,30 0,27 0,49 0,59
2 60 5 0,72 0,31 0,48 0,67
3 75 6,73 0,05 0,12 0,16 0,33
4 65 3,27 1,18 1,01 0,99 1,74
5 75 3,27 1,17 0,94 0,84 1,11
6 65 6,73 0,11 0,23 0,23 0,45
7 70 5 0,67 0,41 0,69 0,85
8 70 5 0,55 0,44 0,58 0,89
9 70 5 0,53 0,40 0,83 0,71

*La actividad UI se refiere a nano moles de glucosa liberados por minuto por miligramo de proteina

La actividad enzimética registrada es muy baja comparada con otros autores, por
ejemplo Camassola y Dillon (2007) obtuvieron una actividad de 200 U/g de materia
seca para Penicillium echinulatum sobre bagaso de cafia y salvado de trigo como
sustrato fermentando a 28 °C y con humedad del 67 % y Latifian et al (2007) reportd
una actividad para 7. reesei sobre salvados de arroz de 1,1635 U/g (U equivale a pmoles
de glucosa liberada por minuto), utilizando pH de 5, humedad de 70 % y temperatura de

30 °C.

39



Las mayores actividades se encontraron para los tratamientos 4 y 5 para todos los

tiempos de fermentacion.

En la Fig 7 se muestra la superficie de respuesta de la actividad enzimatica
endoglucanasa de Penicillium sp para cada uno de los tiempos de fermentacion en los
que se realizd6 la toma de muestras. En todos los casos se observa una buena
concordancia con los valores experimentales y predichos para la actividad enzimatica,
donde la distribucién de los residuos es aleatoria (Anexo 3) y los valores de los
parametros de validacion del disefio son: 48h (p< 0,005; R?=0,98; P-lof >0,15), 72h (p<
0,005; R?=0,99; P-lof >0,11), 96h (p< 0,005; R*=0,94; P-lof >0,15) y 120 h (p< 0,005;
R?=0,93; P-lof >0,11)

(a)

pH -

Humedad

=1 = s (c) _ s

pH i

(d) H.ume:.:la:l (e) Humedad

Figura 7. Curva de respuestas (a) y superficie de respuesta de la actividad
enzimatica endoglucanasa de Penicillium para los diferentes tiempos de muestreo,
(b)48 h,(c) 72 h, (d) 96 h y (e) 120 h.

En este analisis no fue posible encontrar una asociacion entre los resultados obtenidos y

los tratamientos estudiados que permita indicar que alguna de las combinaciones de
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porcentaje de humedad y pH es significativamente diferente y que favorezca la

actividad enzimatica endoglucanasa por parte de Penicillium sp.

En la figura 8 se detallan las curvas de isorespuestas y su superficie de respuesta para la

actividad enzimatica para cada uno de los tiempos de muestreo durante la fermentacion.
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Figura 8 Curvas de isorespuesta y superficies de respuesta de la actividad
enzimatica endoglucanasa de Penicillium sp para los diferentes tiempos de
muestreo, (a) 48 h, (b) 72 h, (¢) 96 h 'y (d) 120 h.

Como se observa en la figura 8, las graficas de (a), (b) y (d) presentan un punto de silla
como punto critico, este punto es un punto de inflexion entre un maximo relativo y un

minimo relativo, por lo cual para este estudio no se considera al no permitir encontrar
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una respuesta maxima Optima de la actividad enzimatica con los pardmetros de pH y
porcentaje de humedad ensayados. En el caso de la figura 8 (c) se observa un punto
maximo fuera de la region experimental utilizada en el estudio, por lo tanto seria
necesario desplazar esta region para encontrar el valor Optimo de  actividad
endoglucanasa de Penicillium sp segin el anélisis a las 96 h de fermentacion. El detalle
del andlisis global de la actividad enzimatica para Penicillium sp, se observa en la

Figura 9.
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Figura 9 Curvas de isorespuestas y superficie de respuesta para un analisis
factorial con 3 factores sobre la respuesta de actividad enzimatica Cx de
Penicillium sp.

Este analisis también presenta un punto de silla como superficie de respuesta (p< 0,05;
R2=0,90; P-lof> 0,05; distribucion aleatorio de los residuales) lo que confirma que no
es posible determinar que alguno de los tratamientos ensayados muestre un maximo en

la actividad endoglucanasa para Penicillium sp; se puede indicar segin lo que se
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observa en la figura de las curvas de isorespuesta, que el posible valor maximo para la
actividad enzimatica se encuentra fuera de los valores utilizados en el ensayo con

humedad (%) y pH menores a los ensayados.

A pesar de que no es posible de manera concluyente confirmar un maximo para
la actividad dentro del rango de valores utilizados para el estudio, si se puede indicar
que segun el andlisis hay un efecto sobre la actividad enzimatica relacionada a cada uno
de los tres factores incluidos en este disefio (p< 0,05; R?=0,90; P-lof> 0,05; distribucion

aleatorio de los residuales). Una forma grafica de notar estos efectos se resume en la

Figura 10.
2
1,8 Tratamiento 1
X
—;g 1,6 Tratamiento 2
g;; 1,4 Tratamiento 3
>
3 .
g 12 % Tratamiento 4
= X
«© Tratamiento 5
S 1 e
® X )
E W Tratamiento 6
8 08 R
g . /«/. Tratamiento 7
§ 0,6 ———— /’ )
2 /-/ Tratamiento 8
g o4 o _
* !//A Tratamiento 9
0,2
' W A
0 T T T T
24 48 72 96 120

Tiempo de fermentacion (h)

Figura 10. Comportamientos de la actividad endoglucanasa de Penicillium para los
diferentes tiempos de muestreo durante la fermentacion sobre subproductos de
mora.

En este grafico se observa que hay una al aumentar el tiempo de fermentacion
sbre el aumento de la actividad enzimatica en la mayoria de los tratamientos, por otra
parte los tratamientos 4 y 5, con los valores de pH mas bajos, también presentan

valores mas altos de actividad enzimatica. Respecto a la humedad no es posible
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determinar con claridad, al analizar el grafico, cual es la posible significancia que indica

el modelo.

La actividad exoglucanasa de Penicillium no fue posible analizarla debido a
que los valores obtenidos son sumamente bajos, menores a 0,006 nmol/mg de proteina.
Ocurrié lo mismo con las endoglucanasas y exoglucanasas de Trichoderma en la cuales

no es posible reportar ningtin valor de actividad (datos no mostrados).

Tanto las actividades endo y exoglucanasa para Penicillium son muy bajas
comparadas con las reportadas por otros autores (Camassola y Dillon 2007; Kim et al.
2014; Singh et al. 2009) ya que en este estudio se reporta la actividad como nano
mol/mg de proteina y no como pmol/unidad de medida; esto indica que los valores
obtenidos estan unas 1000 veces por debajo de los reportes de estos autores. Las
posibles causas de estos registros (tanto para Penicillium sp como para Trichoderma sp)
se podrian explicar si se considera la naturaleza del sustrato de fermentacién empleado,

el cual puede ser un inhibidor de la actividad enzimatica (Kang et al. 2004).

Iniciando con la humedad, este es uno de los factores determinante en la FMS
la cual tienen un efecto significativo en el crecimiento microbiano, germinacion de
esporas, biosintesis y la produccion de metabolitos que son secretados al medio
(Mamma et al. 2008, Cen y Xia 2009). EI modelo estadistico para el analisis “global” de
los datos indica que el rango de humedad que podria favorecer la produccion
enzimatica, se encuentra a valores mas bajos de las utilizadas en el estudio. Diaz (2009)
indica que los altos niveles de humedad en la FMS provocan la disminucién de la
porosidad del sustrato y por lo tanto la difusion de los nutrientes. Ademas puede
provocar un impedimento estérico debido al excesivo crecimiento del hongo, lo cual se
traduce en una reduccion de la porosidad del sustrato, dificultando asi la transferencia
de los gases dentro de la matriz (Sun et al. 2010); esta reducciéon de la porosidad
incrementa la resistencia a la transferencia de masas del oxigeno y dioxido de carbono
aumentando la posibilidad de contaminacion en el medio (Cen y Xia 2009). Dentro del
rango de humedad utilizado en este estudio, ambos hongos fueron capaces de crecer en

el medio durante todo el tiempo de fermentacion (Fig. 11) con lo que a nivel macro
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podria indicarse que no se presentd un efecto sobre el crecimiento y desarrollo del
hongo producto de la humedad pero si es un posible factor que afecta la actividad

enzimatica.

Figura 11. Crecimiento a las 72 h de los hongos Penicillium (izquierda) y
Trichoderma (derecha) sobre residuos de mora.

Otra razon para considerar sobre el efecto del sustrato en la sintesis de las enzimas es
que los monosacaridos (como la glucosa y fructosa) pueden inhibir significativamente la
produccion de celulasas, en el estudio de Diaz (2009) se inhibid por completo la
actividad enzimatica celulasa de Aspergillus awamori sobre orujo de uva por la
concentracion inicial de azucares reductores (1,00 mmol/g sustrato seco) en un sustrato
al compuesto al 100 % por este residuo. Sun et al. (2010) comprobaron el mismo efecto
de inhibicion al adicionar diferentes fuentes de azucar al sustrato, en este estudio la
adicion de glucosa disminuyd un 19,0 % la actividad enzimadtica de Trichoderma sp
respecto al control, sobre residuos de manzana. Este efecto de inhibicion podria
explicarse ya que las altas concentraciones de monosacéaridos pueden disminuir la
movilidad del agua libre (sitio donde ocurre la actividad enzimadtica) y afectar la
hidrolisis del sustrato (Hsieh et al. 2014). Los residuos de mora (en proporcion 1:1)
utilizados en este estudio, presentan concentraciones significativamente mas altas de

azucares reductores (13,18 + 0,58 g/L) que los que presenta la cascarilla de arroz (0,40
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+ 0,02 g/L), uno de los sustratos comunmente usados para procesos de FMS, esta
concentracion de azlicares encontrados en los residuos de mora son muy altos si se
considera que concentraciones de entre 0,2 a 0,4 g/L pueden inhibir hasta en un 50% la
actividad B-glucosidasa de 7. reesei (Ximenes et al. 2010). La alta concentracion de
glucosa, hace que los hongos no necesiten hidrolizar el sustrato en busca de fuentes de
carbono, lo cual también apoya el hecho que estas concentraciones de azlicares en el
medio inhiban la sintesis de enzimas, lo que también podria explicar en parte los valores
tan bajos de actividad durante la fermentacion. Diaz (2009) también sugiere que en caso
de existir algo de sintesis de las enzimas en estudio, la concentracion de azlcares
reductores producidos podria ser tan baja, comparada con la presente en el extracto, que
no se pudiera medir, en este caso la actividad se veria incluida como parte de la

incertidumbre asociada al método de medicion.

Un tercer factor que podria estar involucrado en la baja actividad enzimatica de
Penicillium y Trichoderma sobre residuos de mora, es la concentracion de polifenoles
en los residuos (Cuadro 11). En el estudio de Ximenes et al. (2010) se analizaron
distintas enzimas comerciales en presencia de compuestos fenolicos, los autores
comprobaron que la presencia de estos compuestos es un fuerte inhibidor para las
celulasas y que puede afectar tanto la produccién enzimatica por parte de los
microorganismos, como la propia actividad de la enzima sobre un sustrato especifico,

afectando a celulasas, hemicelulasas y -glucosidasas.
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6.3.1 Otros parametros asociados a la FMS sobre residuos de mora

Durante la fermentacion de ambos microorganismos estudiados se midi6 el pH en el

extracto obtenido (Fig. 12 ay b).
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Figura 12. Comportamiento del pH durante la fermentacion generadas por
Penicillium (a) y Trichoderma (b) sobre residuos de mora

Se observa que los tratamientos que tienen un pH inicial mas alto, mostraron una
disminucion cerca de las 48 h de fermentacion hasta un valor cercano a 5 en ambos
microorganismos, lo cual podria estar asociado a la acidificacion del medio producto del
crecimiento del hongo. Después de las 48 h los tratamientos con pH inicial de 5 y de 6,7
presentaron un aumento hasta las 120 h de fermentacion, esto puede darse por el
consumo de los acidos orgéanicos presentes en el sustrato con lo cual se eleva el pH
(Diaz 2009). El aumento paulatino del pH también ocurre en los tratamientos con el pH

inicial mas bajo (tratamientos 4 y 5), en este caso se observa un incremento menos
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considerable para Penicillium a partir de las 72 h (Fig. 12 a), posiblemente al haber sido
aislado de la mora estd mas adaptado a este pH, principalmente porque los residuos

cuando ocurri6 el aislamiento presentaron un pH aproximado de 3.

Por ultimo, la concentracion de proteina también se determind para ambos
microorganismos durante el tiempo de fermentacion sobre residuos de mora. En la
Figura 13 (a y b) se describe el comportamiento de este valor para los dos

microorganismos estudiados.
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Figura 13. Concentracion de proteina durante la fermentacion de Penicillium sp
(a) y Trichoderma sp (b) sobre residuos de mora.

En el caso de Penicillium sp, se observa una clara disminucién de la concentracion de
proteina a las 48 h. Esto puede relacionarse con el hecho de que durante las primeras 48
h el microorganismo se encuentra en la fase de crecimiento y puede degradar el

contenido de proteina en el medio con el fin de obtener moléculas como péptidos y
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nitrégeno necesarios para el desarrollo (Kavanag 2005), posteriormente inicia la
colonizacion del sustrato y el crecimiento de las hifas, con lo cual también aumenta el
contenido de proteina que resulta un indicador de la biomasa presente en el sustrato
(Rainbault 1998, Michell et al. 1991). Este pardmetro también es un indicador de las
enzimas que se producen, sin embargo en este estudio no puede relacionarse el
contenido de proteina y la actividad enzimatica, debido a la baja o ausente actividad
encontrada. En el caso de Trichoderma sp, se observa una disminucion mas lenta de la
concentracion de proteina en el medio con valores menores a las 72 y 96 h de
fermentacion que a las 120 h (Fig. 12 b), este comportamiento tardio de Trichoderma
podria estar relacionado al hecho que los residuos de mora no son el mejor sustrato para
el desarrollo de este género de hongo, por el contrario Penicillium al ser aislado de los

residuos requiere de un menor tiempo de para asimilar el medio.
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VII CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las conclusiones mas destacadas de este proyecto son las siguientes:

4.

Los residuos de mora se perfilan como un sustrato apto para los procesos de
fermentacion solida ya que su composicion quimica indica que cuentan con una
serie de compuestos importantes para el desarrollo de los microorganismos y la

induccion de la actividad enzimatica celulasa.

El aislamiento de los hongos con capacidad celuldsica se vio favorecido al
utilizar el sustrato sin adicionar un caldo de cultivo durante la etapa de
incubacion. Los hongos aislados de los residuos presentaron algun grado de

actividad enzimatica sobre placa con CMC.

La sintesis de enzimas esta inhibida en el sustrato de residuos de mora, por lo
tanto debe considerarse la presencia de inhibidores que puedan afectar la sintesis
enzimadtica y su actividad, por ejemplo el contenido de azlcares iniciales y la

presencia de polifenoles.

No fue posible determinar si existe una diferencia entre los tratamientos
utilizados en el estudio que permitiera obtener un maximo de produccion de
celulasa para Penicillium y Trichoderma, este ultimo vio inhibida en su totalidad

la actividad enzimatica.
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Las principales recomendaciones a partir de los resultados obtenidos son:

1.

Realizar pruebas adicionales que permitan la eliminacién de los inhibidores del
sustrato, por ejemplo lavados de los residuos, y evaluar el efecto que este
tratamiento pueda tener sobre la actividad enzimatica, ademas la optimizacion
de la adicion de soluciones que provea los macro y micro elementos que

propician la actividad celulasa.

Determinar la especie del Penicillium aislado de los residuos de mora con el fin
de caracterizar mejor los tratamientos y llevarlos a cabo de una manera mas

especifica para el microorganismo.

Evaluar la variaciéon del rango de trabajo utilizado en este estudio para las
variables de humedad y pH debido a que segun el modelo estadistico el posible
optimo de actividad se encuentra cerca de las humedades y pH mas bajos

utilizados en el estudio.

Evaluar otros parametros asociados a la produccion de enzimas como el tamaiio
de indculo y de particula del sustrato, ademas de otros pardmetros muy

importantes como las distintas fuentes de azlcar y nitrogeno.
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XI ANEXOS

Anexo 1. Referencias de métodos quimicos y bromatologicos para la
caracterizacion de los residuos de mora.

Analisis de minerales.

N por combustion seca en Autoanalizador de acuerdo a

documento CIA-SC09-01-01-P06

P, Ca, Mg, K, S, Na, Fe,
Cu, Zn, Mn, By Al

por digestion himeda con HNO3 y determinacién por
Espectrometria de Emision Atomica con Plasma (ICP) de

acuerdo a CIA-SC09-01-01-P10.)

Analisis quimicos y bromatoldgicos

Humedad (%) De acuerdo a 964.22 AOAC 2005, P-SA-MQ-
002

Ceniza (%) De acuerdo a 925.51 AOAC 2005, P-SA-MQ-
004

Proteina (%) (N X 6.25) De acuerdo a 979.29 AOAC 2005, P-SA-MQ-
003

Grasa (%) De acuerdo a Carpenter et al, 1993, P-SA-MQ-
005

Fibra dietética (%) De acuerdo a 958.29 AOAC 2005, P-SA-MQ-

007

Carbohidratos totales (%)

Por diferencia 100-%H-%C-%P-%G

Carbohidratos disp. (%)

%CH TOTALES-%FIBRA DIETETICA

Valor energético (kcal / 100 g)

Kcal/100g x 4,189 (4 x %CH DISP+4 x %P+9 x
%G)

Valor energético por grasa (kcal /

100 g)

Kcal por grasa/100g x 4,189 (9 x %G)

pH

981.12 AOAC 2005. P-SA-MQ-012

° Brix

932.12 AOAC 1990
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Almidén

Método enzimatico. P-SA-MQ-018

Acidez (%) (expresada como Ac.

Malico)

942.15 AOAC 2005, P-SA-MQ-011

Polifenoles (mg 4c. galico / g

muestra)

Meétodo espectrofotométrico P-SA-MQ-036

ORAC (ug trolox equivalente / g

muestra)

Método Espectrofluorometrico, P-SA-MQ-037

Conc. Antocianina HPLC (mg

cianidin / g muestra)

Conc. 4cido elagico HPLC (mg

acido elagico / g muestra)

HPLC, Columna C18, Detector de arreglo de
Diodos

Fructosa (%)

Glucosa (%)

Sacarosa (%)

HPLC, Columna Supelcosil NH2, P-SA-MQ-
006
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Anexo 2. Curvas de calibracion

Curva de calibracion para la actividad endoglucanasa (Cx)

Ul= ((Do muestra-Do testigo)(ug/mL) x umol x 0,5 mL) / (F x 180 ug x 60 min)

Actividad= UI (umol/min) / mg de proteina

F: factor de la curva de glucosa

Conc’el.ltracién y
Parén | disolucionde 0,1 | disolucion de 0,1 % de | ABS volumen del | Volumen de agua
% de glucosa glucosa (ug/mL) patrén (mL) mL
(ug/mL)
1 100 104 0,353 0,3 2,7
2 200 207 0,523 0,6 2,4
3 300 311 0,689 0,9 2,1
4 400 414 0,859 1,2 1,8
5 500 518 1,032 1,5 1,5
6 600 621 1,17 1,8 1,2
1,4
1,2
1
w 08
=]
< 06
y =0,001x + 0,192
0.4 R2=0,999
0,2
0
100 200 300 400 500 600

Concentracion de glucosa (ug/mL)

Limite de deteccion: 0,0266

Limite de cuantificacién: 0,0360
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Curva de calibracion para la actividad exoglucanasa (C1)

Actividad (UI/mg)= (Do muetra-Do blanco) x6 / (F x 180 x 60 x mg proteina)

F= factor de la curva patron de glucosa

P Cotl;céililctzzclién Conc'e ntra‘ci()n real volumen del | Volumen de agua
Patrén disolucién de 4 en ;ilsﬁl:cm;l ded ABS patrén (mL) mL
mg/mL de glucosa mg/mL de glucosa
1 0,3 0,30 0,132 0,225 2,775
2 0,6 0,60 0,224 0,450 2,550
3 0,9 0,91 0,320 0,675 2,325
4 1,2 1,21 0,407 0,900 2,100
5 1,5 1,51 0,502 1,125 1,875
0,6
0,5
0,4
3 03
< ’
0,2 y =0,305x + 0,040
R?=0,999
0,1
0
0,30 0,50 0,70 0,90 1,10 1,30 1,50

Concentracién de glucosa (mg/mL)

Limite de deteccion: 0,0287
Limite de cuantificacion: 0,0495

Curva de calibracion de proteina
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Cn proteina (mg/mL)= ((Do muestra-Do blanco) / m) * Fd * (1 mg/1000 ug)

m= pendiente de la curva de calibracion (mL/ug)
Fd= Factor de dilucion de la muestra (5 mL/1 mL)

Concentracién Concentracién real Promedio volumen Volumen de
Patron teorica en disolucion en disolucion de ABS 1 ABS 2 ABS del patrén agua (uL)
(300 ug/mL) albumina (ug/mL) (ul) g

1 30 29,38 0,0804 0,0793 0,0799 100 900
2 60 58,75 0,1748 0,1821 0,1785 200 800
3 90 88,13 0,3237 0,2714 0,2976 300 700
4 120 117,50 0,3881 0,3599 0,3740 400 600
5 150 146,88 0,4539 0,4438 0,4489 500 500
6 180 176,26 0,5299 0,5203 0,5251 600 400
7 210 205,63 0,6079 0,6069 0,6074 700 300
8 240 235,01 0,6986 0,6829 0,6908 800 200
9 270 264,38 0,757 0,7609 0,7590 900 100
10 300 293,76 0,8293 0,8336 0,8315 1000 0

1,000

0,800
» 0,600
=]
< 0,400

0,200

y =0,002x + 0,026
0,000 R2=0,995
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00

Concentracién de albumina (ug/mL)

Limite de deteccion: 0,0628
Limite de cuantificacion: 0,0873

Curva de calibracion de azucares reductores
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Concentracién Concentracion real
Patrén tedrica de glucosa en disolucion de ABS promedio
mg/mL) glucosa (mg/mL)
1 0,20 0,11 0,07
2 0,40 0,31 0,18
3 0,60 0,53 0,29
4 0,80 0,74 0,40
5 1,00 0,93 0,49
6 1,20 1,12 0,59
7 1,60 1,52 0,80
8 2,00 1,94 1,01
1,20 +
1,00 A
0,80 -
2 060 -
2
2
< 040 1 y=0,519x - 0,027
R2=0,999
0,20 -
0,00 T T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Concentracion de glucosa (mg/mL)

Limite de deteccion: 0,0438
Limite de cuantificacion: 0,1459

Anexo 3. Analisis de superficies de respuesta.

Analisis de la actividad endoglucansa (Cx) de Penicillium sp sobre residuos de mora.

1. Tiempo: 48h
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Response 48h

Actual by Predicted Plot

12
l_
0,8

0,6

48h Actual

0,4+

0,2

0 T

T T T T T T
-0,2 00 02 04 06 08 10 12 14
48h Predicted P=0,0116
RSg=0,98 RMSE=0,1003

Analysis of Variance

Source DF| Sum of Squares| Mean Square F Ratio
Model 5 1,2802255 0,256045 25,4566
Error 3 0,0301743 0,010058 Prob > F
C. Total 8 1,3103998 0,0116
Lack Of Fit
Source DF| Sum of Squares| Mean Square F Ratio
Lack Of Fit 1 0,01993652 0,019937 3,8947
Pure Error 2 0,01023774 0,005119 Prob > F
Total Error 3 0,03017426 0,1872
Max RSq
0,9922
Response Surface
Coef humedad pH 48h
humedad -0,000711 -0,001339 -0,015045
pH 0,020851 -0,315792
Solution
Variable Critical Value
humedad 52,800063
pH 12,020184
Solution is a SaddlePoint
Critical values outside data range
Predicted Value at Solution -0,395318
Contour Profiler
HorizVert Factor Current X
® (O humedad 70
O @ pH 5
Response Contour CurrentY Lo Limit Hi Limit
—48h 0,6 0,5837567
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6,5

472925

2. Tiempo: 72h

Response 72h

Actual by Predicted Plot

11
14 .

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3 '

024

0,1

72h Actual

! ! ! ! ! ! ! ! !
0102030405060708091011
72h Predicted P=0,0014
RSg=0,99 RMSE=0,0376

Analysis of Variance

Source DF| Sum of Squares Mean Square F Ratio
Model 5 0,76606779 0,153214 108,1907
Error 3 0,00424843 0,001416 Prob >F
C. Total 8 0,77031621 0,0014
Lack Of Fit
Source DF| Sum of Squares Mean Square F Ratio
Lack Of Fit 1 0,00332244 0,003322 7,1759
Pure Error 2 0,00092599 0,000463 Prob >F
Total Error 3 0,00424843 0,1157
Max RSq
0,9988
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Response Surface

Coef humedad pH 72h
humedad -0,001224 -0,001517 -0,004369
pH 0,063819 -0,23198
Solution
Variable Critical Value
humedad 67,111311
pH 6,783143
Solution is a SaddlePoint
Critical values outside data range
Predicted Value at Solution
0,2145866
Contour Profiler
HorizVert Factor Current X
* (O humedad 70
2 @ pH 5
Response Contour CurrentY Lo Limit Hi Limit

—72h

0,6 0,4151033

humedad

humedad

3. Tiempo:

Response 96h

96h

Actual by Predicted Plot
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1
0,94
0,84
0,7+
0,6

0,54
0,44
0,3
0,2

96h Actual

0,1

T T T T T 1 1
010203040506 0,7 0809 10

96h Predicted P=0,0511
RSg=0,94 RMSE=0,1143

Analysis of Variance

Source DF| Sum of Squares Mean Square F Ratio
Model 5 0,57889788 0,115780 8,8645
Error 3 0,03918329 0,013061 Prob > F
C. Total 8 0,61808117 0,0511
Lack Of Fit
Source DF| Sum of Squares Mean Square F Ratio
Lack Of Fit 1 0,00850062 0,008501 0,5541
Pure Error 2 0,03068268 0,015341 Prob >F
Total Error 3 0,03918329 0,5342
Max RSq
0,9504
Response Surface
Coef humedad pH 96h
humedad -0,002156 0,0022572 -0,003408
pH -0,030055 -0,206546
Solution
Variable Critical Value
humedad 67,359226
pH 1,464732
Solution is a Maximum
Critical values outside data range
Predicted Value at Solution 1,0685247
Contour Profiler
HorizVert Factor Current X
® (O humedad 70
O @ pH 5
Response Contour CurrentY Lo Limit Hi Limit
— 96h 0,55 0,6989267
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humedad

4. Tiempo: 120h

Response 120h
Actual by Predicted Plot

1,75

1,5

In
N
T

120h Actual
=
|

0,75 -

0,5 .

0,25

0,25

T I I I T
050 0,75 100 125 150 1,75
120h Predicted P=0,0551
RSg=0,93 RMSE=0,1767

Analysis of Variance

Source DF| Sum of Squares Mean Square F Ratio
Model 5 1,3098352 0,261967 8,3882
Error 3 0,0936918 0,031231 Prob > F
C. Total 8 1,4035270 0,0551
Lack Of Fit
Source DF| Sum of Squares Mean Square F Ratio
Lack Of Fit 1 0,07501109 0,075011 8,0309
Pure Error 2 0,01868067 0,009340 Prob > F
Total Error 3 0,09369176 0,1052

Max RSq

0,9867

Parameter Estimates
Term Estimate Std Error t Ratio Prob>|t|
Intercept 3,3674314 0,765329 4,40 0,0218
humedad -0,015019 0,010203 -1,47 0,2374
pH -0,300142 0,051076 -5,88 0,0098
(humedad-70)*(humedad-70) -0,001843 0,001613 -1,14 0,3363
(humedad-70)*(pH-5) 0,014526 0,010215 1,42 0,2502

74




Term Estimate Std Error t Ratio Prob>|t|
(pH-5)*(pH-5) 0,0455833 0,040427 1,13 0,3415
Response Surface
Coef humedad pH 120h
humedad -0,001843 0,014526 -0,015019
pH 0,0455833 -0,300142
Solution
Variable Critical Value
humedad 75,467816
pH 7,421019
Solution is a SaddlePoint
Critical values outside data range
Predicted Value at Solution 0,4110327
Contour Profiler
HorizVert Factor Current X
* (O humedad 70
O @ pH 5
Response Contour CurrentY Lo Limit Hi Limit
— 120h 1 0,8154167

T
70
humedad

5. Analisis global (con 3 factores)
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Response actividad

Whole Model
Actual by Predicted Plot
1,5
B i
=]
‘5‘ []
< 14 (
kel
I [
o - [
= b
8 0,5 .
0 T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5
actividad Predicted P<.0001
RSq=0,90 RMSE=0,1346

Analysis of Variance

Source DF| Sum of Squares Mean Square F Ratio
Model 9 4,2219860 0,469110 25,8994
Error 26 0,4709315 0,018113 Prob >F
C. Total 35 4,6929175 <,0001
Lack Of Fit
Source DF| Sum of Squares Mean Square F Ratio
Lack Of Fit 18 0,41040446 0,022800 3,0136
Pure Error 8 0,06052708 0,007566 Prob > F
Total Error 26 0,47093153 0,0576
Max RSq
0,9871
Residual by Predicted Plot
0,4
0,3
— 0,2 .
g 3 : :
2 2 014 .
0,0 L = .
-0’1 7] .. .- ' ] . - ) []
-0,2 T T T T :
0,0 0,5 1,0 1,5
actividad Predicted
Response Surface
Coef humedad pH tiempo actividad
humedad -0,001483 0,0034816 0,0001039 -0,00946
pH 0,0250495 0,0072384 -0,263615
tiempo 0,0890458 0,0808388
Solution
Variable Critical Value
humedad 72,843859
pH 10,160372
tiempo 1,8346842
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Solution is a SaddlePoint
Critical values outside data range
Predicted Value at Solution
-0,203525

Contour Profiler

HorizVert Factor Current X

® (O humedad 70
O ® pH 5
) (O tiempo 2,5
Response Contour CurrentY Lo Limit
— actividad 0,875 0,5169935

Hi Limit

Anexo 4. Composicion del agar mora.

Nutriente Concentracion (g/L)
Triptona 10,0
Extracto de levadura 3,0
Solidos liofilizados de mora 3,5
Glucosa 4,0
K,HPO, 2,5
Agar 14,0

Nota: se toma como base el agar suero de naranja marca Oxoid, sustituyendo con solidos

liofilizados de mora los solidos liofilizados de naranja. El pH se ajusta a 3,5 con acido citrico al

15 % (Gonzalez 2014)
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