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Prefacio

A lo largo de mi carrera siempre he tenido interés en utilizar microorganismos y enzimas para
obtener productos que serian muy dificiles de obtener por procesos quimicos o fisicos y en especial
ha llamado mi atencion la posibilidad de utilizar residuos como materia prima para obtener un
producto de mayor valor agregado a partir de ellos. Con esto, en mi trabajo de graduacion quise
aplicar los conocimientos que adquiri en el transcurso de la licenciatura y quise aprovechar algiin
residuo que existe en Guatemala para obtener un producto de mayor valor.

Pero también quise utilizar un residuo cuyo aprovechamiento no estuviera tan estudiado, como
el rastrojo de maiz o el bagazo, para iniciar una linea de investigacion y que en el futuro se tuviera
un mejor aprovechamiento del residuo, tanto a nivel nacional como internacional. Por ello, quise
utilizar la vaina de frijol ya que tenia acceso a ella y es un residuo que se produce ampliamente en
Guatemala, pero no se le da un uso productivo e incluso puede llegar a ser un problema para los
agricultores.

Luego de una etapa de investigacion y revision de literatura no encontré muchas aplicaciones
para la vaina de frijol por lo que tuve que verificar con qué microorganismos podria trabajar y las
caracteristicas que podria aprovechar de ellos. De todos los microorganismos del cepario, me llamo
la atencidn el hongo Trichoderma harzianum ya que se ha comprobado que puede producir enzimas
lignoceluloliticas al crecer en un sustrato lignoceluldsico como lo es la vaina de frijol. Por eso,
decidi utilizarlo para producir estas enzimas al usar la vaina de frijol como inductor. Pero también
les quise dar una aplicacion a las enzimas producidas para mostrar la importancia de su produccion
y la relevancia que puede tener la vaina de frijol.

Para ello, quise utilizar las enzimas producidas para hidrolizar mas vaina de frijol ya que serian
enzimas especializadas para ello, puesto que para crecer el hongo tendria que haber producido estas
enzimas para que liberaran azicares y pudiera crecer, y que los azucares liberados por la hidrolisis
enzimatica fueran aprovechados por levaduras para producir etanol. De los métodos para producir
etanol con residuos lignoceluldsicos, me llam6 mas la atencion la sacarificacion y fermentacion
simultanea, en la que en el mismo medio se lleva a cabo la hidrélisis enzimatica para la produccion
de azlicares y su consumo por las levaduras para la produccion de etanol, por lo que fue el método
utilizado en esta investigacion.

Cabe mencionar que esta investigacion fue apoyada con materiales, reactivos y equipos del
Departamento de Ingenieria Quimica, Quimica Industrial y Biotecnologia Industrial de la
Universidad del Valle de Guatemala, al cual expreso un profundo agradecimiento.

De igual forma, agradezco al Sr. Salvador Castellanos por haberme donado la vaina de frijol
utilizada, sin la cual no habria sido posible llevar a cabo este estudio. Agradezco a las personas que
me apoyaron en la elaboracion del trabajo de graduacion, en especial a mi asesor el MSc. Ing.
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Eduard Peters quien me apoy6 en la delimitacion del trabajo y me guio en la redaccion del trabajo
escrito. También agradezco al MSc. y MBA. Ing. Luis Nuifiez por su apoyo y consejos en la
elaboracion del trabajo escrito. Asi mismo, gradezco al Lic. Carlo Martinez por su asesoria y apoyo
durante el trabajo en el laboratorio. Finalmente, agradezco a la Licda. Ana Luisa Mendizabal por
haber realizado los analisis de HPLC con los cuales obtuve algunos resultados de mi investigacion.



CONTENIDO

Pégina

=] = Tol o T RSP RTRS iX
LISTA DE CUADROS ...ttt e e e e e e e et e e e e e e e s e enaaanees xiii
LISTA DE FIGURAS ..ottt e e e e e e e e e e e st e e e e e e e s e s aaaeneees XV
LISTA DE ECUACIONES ... ...ttt e e e e e e e XiX
RESUMEBIN ...ttt e ettt e e sttt e e e bbbt e e e sa bbb e e e anbeeeesanbbeeeesnnbeaeeanns XXi
N 03 1 (o SRS SOPSRURI XXiii
I 1o To U oTox o IR P USROS SURSPRPR 1
DO AN g1 (= o0 T [T (=T PSSP 3
1. B[V {1 o7 ol o APPSR 7
Y © 0] =] (1Y PSS OPRRP 9
Y |V T oo I 1o ol H PP PR PSPPI 11
A, ReSIdUOS lHGNOCEIUIOSICOS.......eiivieeiiiee sttt e 11
B. Vainade frijOl ......coooiiii e 14
C.  Hidrolisis de lIgNOCEIUIOSA. ..........cciviiiiiec e 15
D. ENnzimas lgNOCEIUIOIITICAS .......vviiivieiiiie ittt 17

E.  Trichoderma NarzianUm ............ccooiioiiiiieiie e 22

F. Produccion de enzimas hidroliticas a partir de Trichoderma harzianum ......................... 25
G. Extraccion y purificacion de NzZiMas...........ccocuveiiieiiiiie e 27
H. Produccion de etanol y sus apliCaCioNeS ..........cocveeiiiiieiiiei e 28

I.  Produccién de etanol a partir de residuos lignoceluldsicos ............coeeviieivieciiiie e, 30

J. Cromatografia liquida de alta reSOIUCION...........cceeiiiiiiiic e 32
K. Otros MEtOd0S ANAITTICOS. ... ..ccuviiriiiiieiiie it 34
VI. Y o100 (o] (o] o - WSSOSO 35
A. Pretratamiento de lavaina de frijol............ccooviiiiiiiii 35

B. Propagacion inicial del NONQO..........cooviiiiiiii e 36

C. Induccidn de produccién de enzimas en medio con vaina de frijol............ccccoeeeeveeenen. 39
D.  EXLraCCiOn (8 ENZIMAS .....eeiueeiiiiieeiiie it et esiee st esteesieesneeeeeesreeareeesseesneeanseesseesneeaneeensees 41

E. Determinacion de actividad eNZiMAICA...........ccouvereeiieiiiieiie e 42

F. Hidrdlisis alcalina de la vaina de frijol ..........cccooceoiieiiiiii e 44

G Hidrolisis enzimatica de la vaina de frijol..........ccccoeiiiii i, 45

xi



H. Fermentacion alCONOIICA ...........ccviiieiie et 46

I.  Determinacion de etanol Y QZUCAIES .........c.coviiuiiieiiiiieie e 48

J. Pruebas €N DIOITEACION .......cccuviiiiii ittt e et et e e nnaee e 50
ANAlisis de error €StAtISLICO ......iivieiieiie et 54

A L B =T 1117 To oL SRR 57
A. Pretratamiento de la vaina de frijol utilizada .............ccccoveiiiiiiiiiiiie 57
B. Induccién de produccién de enzimas en medio con vaina de frijol............ccoocooiiiiiinnns 58
C. Extraccion de enzimas y actividad enZimatiCa...........ccooerieiriiniieiiieie e 59
D. Hidrdlisis alcalina de la vaina de frijol ..........c.coooiiiiiiiiiiiie e 61

E.  Fermentacion alCONOIICA...........ccoviiiuiiiie et 63

F. Resultados de pruebas en DIOrreactor ............covviiieiieiiiee s 64
VL ANALISIS 08 FESUITAUOS ...ttt 67
) G O 0 [o] [V o] 1 PRSPPSO PP 83
K. RECOMENUACIONES. ...ttt ettt b ettt et e et e e nbeenneas 85
XI. BiblIOGrafia .......cccveeiiie s 87
Do | T Y 4 =5 (o L ST OO PTPPRPPRP 93
A.  Imégenes de [a eXperimentaCion ............ccveiiieiiiie i 93
B. Diagramas de 10S SISLEMAS .........cciiuiiiiiiieiiie et re e e e e e saeeennaeas 115
C.  Dat0S OFIgINAIES......cvieeiiii et e e e e st e e s e e e araeeeees 117
D.  CAICUIOS T8 MUESLIA. ... ecutieiieiiie ettt ettt sre e b 123

e B 1 (o S o 1 (o] - To [0SO P TSP 130

F. ANALISIS U BITOT .ottt ettt e e et e are et e e s e enes 135
G. Datos de placa de equipos UtIliZad0S ...........cceeiiieiiiii i 141
H. Reactivos utilizados en la experimentacion ...........cccceevvee e 143

I €1 [0 17 T o PSPPI 144

xii



LISTA DE CUADROS

Pégina
Cuadro 1. Caracteristicas de la vaina de frijol utilizada en el trabajo de graduacion.................... 57
Cuadro 2. Formulacion de los medios de cultivo con vaina de frijol para inducir la produccion de
enzimas lIgNOCEIUIONTTICAS .......covviiiiieiice s 59
Cuadro 3. Caracteristicas de los extractos enziméticos obtenidos en las fermentaciones con T.
harzianum usando vaina de frijol como inductor de la produccion enzimatica..............c.ccoeevennee 59
Cuadro 4. Actividad enzimatica de los extractos obtenidos en unidades de papel filtro por mililitro
................................................................................................................................................. 60
Cuadro 5. Comparacion de azucares reductores en forma de glucosa liberados por la vaina de frijol
hidrolizada quimicamente y por la vaina sin Nidrolizar .............cccooeiiiiniiene e, 61
Cuadro 6. Conversion de la vaina de frijol en la produccion de azucares reductores en forma de
glucosa con la hidrolisis ENZIMALICA. ..........ccveiiiiie e 61
Cuadro 7. Concentracion final de etanol, glucosa y fructosa en la fermentacion alcohélica llevada a
cabo en Erlenmeyers Con AefleCLOrES .........oiivvi i 63
Cuadro 8. Caracteristicas del extracto enzimatico obtenido en la fermentacion con el hongo T.
harzianum en la produccion enzimatica usando un biorreactor de L L........cccccoovveiviieveeecineenne, 64
Cuadro 9. Resultados de la sacarificacion y fermentacion simultanea con la levadura S. cerevisiae
en la produccion de etanol a partir de vaina de frijol usando un biorreactorde 1 L. .................... 64
Cuadro 10. Medicion de las dimensiones de la vaina de frijol utilizada en el estudio................. 117
Cuadro 11. Medicion de la humedad inicial de la vaina utilizada en el estudio en porcentaje
LRV T PP PR PSPPI 117
Cuadro 12. Masas obtenidas en el proceso de molienda de la vaina de frijol...............c...ccoc.... 117
Cuadro 13. Masa de la harina que quedd en cada malla del analisis granulométrico .................. 117
Cuadro 14. Masa y volumen de los reactivos utilizados para preparar los medios de cultivo con
vaina de frijol para inducir la produccion de enzimas lignoceluloliticas .............cccevvveevieeenen. 118

Cuadro 15. Masa de los envases en los cuales se almacenaron los extractos enzimaticos obtenidos
luego de la centrifugacién y de los beakers con los cuales se determind el porcentaje de sélidos

................................................................................................................................................ 118
Cuadro 16. Absorbancias de los estandares de glucosa usados en la curva de calibracién para
determinar aZUCArES FEUUCTONES. ... ..cuuiiieeiiestie sttt et sttt e st e st eenteesreesneeesneeaneeaneeans 119
Cuadro 17. Absorbancias de las muestras analizadas en la determinacion de la actividad enzimatica
con el ensayo de PAPEl FIITIO .......ccviiiii e 119
Cuadro 18. Absorbancias de las muestras luego de diferentes tiempos en la hidrdlisis enzimética de
Y T T Mo [ i 1 o PO SPPRR 120

Cuadro 19. Sefial del area del indice de refraccion por el tiempo de los estandares utilizados para
elaborar las curvas de calibracion de etanol y azlcares a diferentes concentraciones en HPLC..120
Cuadro 20. Sefial del area del indice de refraccién por el tiempo de las muestras analizadas en HPLC
para la determinacion de etanol, glucosa y fructosa en la fermentacion en Erlenmeyers ............ 121
Cuadro 21. Masas del extracto enzimatico, solidos disueltos, vaina y biomasa flungica de la
produccion enzimatica en el Diorreactor de L L........cooveiieiiriiierie e 121
Cuadro 22. Absorbancias de las muestras del extracto enzimatico obtenido del biorreactor en la
determinacion de la actividad enzimética con el ensayo de papel filtro ..........cccccevvveiieiininnnns 122

xiii



Cuadro 23. Conteo de las levaduras en el biorreactor durante la fermentacion alcohélica usando la

CAMArA A8 NEBUDAUET ........vi ettt ettt et e e e et e et e et e et e enteesaeeaneeanneens 122
Cuadro 24. Datos utilizados para calcular la concentracion de las levaduras en peso seco en el
INOCUIO TNICTAL ..ot et e et e et eereeeaeennee e 122

Cuadro 25. Sefial del area del indice de refraccion por el tiempo de las muestras analizadas en HPLC
para la determinacion de etanol, sacarosa, glucosa y fructosa en la fermentacion alcoholica en el

(0T To =T Uot o] o < 0 I RS SSRR 123
Cuadro 26. Masas de la vaina y biomasa en el biorreactor de 1 L en la sacarificacion y fermentacion
SHMUITANEAL ...+ttt ettt e et e et et e e st e e st e e seesbeeesseenaeessseesseenseesneeanneas 123
Cuadro 27. Masa y porcentaje de masa retenida en las mallas del analisis granulométrico......... 130

Cuadro 28. Porcentaje de masa de harina que pasoé en las mallas del analisis granulométrico ....130
Cuadro 29. Constantes obtenidas en la regresion lineal utilizada para calcular la concentracion de

azUcares reductores en forma de gIUCOSA ........c.ooviiiiieiiiie e 130
Cuadro 30. Glucosa liberada del papel filtro en la hidrolisis enzimatica y concentracion de laenzima
que libera la cantidad critica de glUCOSA. ........cc.eiviiiiiiiiiie e 131
Cuadro 31. Azlcares reductores en forma de glucosa liberados de la vaina de frijol por la hidrolisis
enzimatica luego de diferentes tiempos de hidrolisiS...........ccveeiiiiiiiiie i 131
Cuadro. 32. Constantes obtenidas en las regresiones lineales utilizadas para calcular la
concentracion de azucares y etanol analizados en HPLC............cccoove i 132
Cuadro 33. Concentracion final de etanol, glucosa y fructosa en la fermentacion llevada a cabo en
Erlenmeyers CON defleCtOreS.........ccvviiiii it 132
Cuadro 34. Glucosa liberada del papel filtro en la hidrolisis enzimatica y concentracion de la enzima
que libera la cantidad critica de glucosa en las muestras del biorreactor ............c.ccccoeeeviveeinnenns 133
Cuadro 35. Actividad enzimatica de los extractos obtenidos en unidades de papel filtro por mililitro
de 1as muestras del DIOITEACTON ...........oiiviiiieiie e 133
Cuadro 36. Promedio del conteo de las levaduras en el biorreactor durante la fermentacion
alcohdlica usando la camara de NEUDAUET ............coouiiiiiiiiiiieiie e 133
Cuadro 37. Concentracion de las levaduras en el biorreactor en el cual se llevo a cabo la
fermentacion alcoh6lica en nimero de células POr ML..........cceeiiiiiiiii e 134
Cuadro 38. Concentracion de las levaduras en el biorreactor en el cual se llevé a cabo la
fermentacion alcoholica en Peso SECO POI ML ......cueciiiiiiiiei e 134
Cuadro 39. Concentracion de sacarosa, glucosa, fructosa y etanol en la fermentacién llevada a cabo
en el Biorreactor de 1 L a diferentes instantes de tiempPO.........coovvveiiieeiiii i 134
Cuadro 40. Concentracion de la vaina de frijol sobrante y de sélidos disueltos en la sacarificacion
Y fermentacion SIMUITANEA...........ocoiiiiii e st e e srreeeaee s 135
Cuadro 41. Logaritmo de la concentracion de las levaduras en el biorreactor y velocidad especifica
oLl (= Tol 14411 (o TSP PROPOPRRPR 135
Cuadro 42. Error del ensayo de papel filtro para determinar la actividad enzimatica utilizando el
método DNS para la cuantificacion de azlcares redUCIOrES.........cocveeiiveeiiieeeciiee e 139
Cuadro 43. Datos de placa de los principales equipos utilizados durante la experimentacion .....141
Cuadro 44. Principales reactivos utilizados durante la experimentacion .............cccccoeevervennenne 143

X1v



LISTA DE FIGURAS

Pégina
Figura 1. Representacion esquematica de la pared celular de las plantas............cccocvveiiiininenne. 12
Figura 2. Representacion de la estructura de la lignocelulosa ...........coooveveiieiiiieiiiieciecce, 13
Figura 3. Modelo estructural de la lignina en madera aserrada ............coccvevverieenieniieeiiesieeiene 13
Figura 4. Reaccion enzimatica de 1as PeroXidasas. .........ccovuereririiiiieiieie e 18
Figura 5. Reaccion enzimatica de 1aS 1aCaSaS. ..........covveririeiiiie i 19
Figura 6. Representacion esquematica de las celulasas sobre la celulosa. ...........cccoveiiiininnne. 20
Figura 7. Representacion esquematica de la despolimerizacion de los componentes de la
FIONOCEIUIOSA. ...ttt 21
Figura 8. Diagrama de ciclo de vida de TrichOderma SPp.........ccevveiiieiienieiiiesie e 23
Figura 9. Ruta metabolica de la fermentacion alcohOlica.............ccevviiiiiiiiiiiicec e, 29
Figura 10. Proceso de produccion de etanol a partir de maiz y rastrojo de maiz............ccoceeveeee. 30
Figura 11. Rutas metabolicas en las que se produce etanol a partir de glucosa y xilosa................ 32
Figura 12. Diagrama de funcionamiento de un cromatografo liquido de alta resolucion.............. 33
Figura 13. Reaccidn colorimétrica de la oxidacién de la glucosa por el reactivo DNS ................ 34
Figura 14. Histograma de los resultados del analisis granulométrico luego de la molienda de la vaina
(0 L= N (o PSPPSR 57
Figura 15. Distribucion del porcentaje de vaina que pasé en las mallas del andlisis granulométrico
................................................................................................................................................. 58
Figura 16. Crecimiento del hongo Trichoderma harzianum en el medio con vaina de frijol........ 58
Figura 17. Actividad enzimaética de los extractos obtenidos a diferentes concentraciones de vaina
(0T (o PSPPSR 60
Figura 18. Curva de liberacion de azlcares en forma de glucosa de la vaina hidrolizada y de la vaina
Sin hidrolizar QUIMICAMENTE ......cciiii e e s e e sreeesraeeans 62
Figura 19. Curva de liberacion de azlcares en forma de glucosa de la vaina hidrolizada y de la vaina
sin hidrolizar a diferentes tiempos con extracto de menor actividad .............ccccooveeiiiieeiiie e, 62
Figura 20. Curva de cambio en la concentracion celular, etanol y azlcares en el tiempo en la
sacarificacion y fermentacion simultanea en el biorreactor de L L........coovvveviieiviieiiiie e, 65
Figura 21. Curva de crecimiento de la levadura en el tiempo en la sacarificacion y fermentacién
simultanea en el DIOrreACtOr 0 1 L......ccuviiieiieiie ettt 65
Figura 22. Recepcion de la vaina de frijol utilizada en el estudio...........c.ccoooveevieeiiiiciiie e, 93
Figura 23. Apariencia de la vaina de frijol utilizada. ..............ccocooiiii i, 93
Figura 24. Medicion de humedad de la vaina en balanza de humedad .............cccccooeviiiieeinnenne, 93
Figura 25. Molienda de la vaina de frijol en molino de martillos..........cccccoovveeiiieiiiicicc e, 94
Figura 26. Harina obtenida luego de la molienda de la vaina de frijol.............cccccoeviiiiiincnnnennn, 94
Figura 27. Mallas usadas en el analisis granulométrico de la harina obtenida...................cc........ 94
Figura 28. Recuperacion inicial de la cepa del hongo Trichoderma harzianum CBS 130681 en caldo
NUEFTEIVO .. ettt ettt ettt e et e e et e e sht e e e sne e e e st e e emt e e e amteeeneeeenteeeenseeenneeeenes 95
Figura 29. Crecimiento del hongo en placa de agar PDA. ... i 95
Figura 30. Crecimiento del hongo observado en el eStere0SCopPI0. ........cvvevivereriieeiieeiie e 95
Figura 31. Micrografia del NONQO. .......ccviiiiiiee e 96
Figura 32. Micrografia del micelio y conidios del hongo...........ccccocvveiiiiiiiic e 96
Figura 33. Medios de cultivo para el pre-indculo del hongo antes de la incubacion. ................... 96

XV



Figura 34. Medios de cultivo para el pre-inéculo luego del tiempo de incubacion. ..................... 97
Figura 35. Autoclave utilizada para esterilizar los medios de cultivo en las diferentes fermentaciones

................................................................................................................................................. 97
Figura 36. Preparacion de medios de cultivo con vainade frijol...........ccccooeiiniininiincicce, 97
Figura 37. Incubacién del hongo T. harzianum con vaina de frijol para inducir la produccién
04 T Lo OSSPSR PP 98
Figura 38. Medios de cultivo con vaina de frijol para inducir la produccion enzimética.............. 98
Figura 39. Centrifugadora de 1 L utilizada para obtener los extractos enzimaticos. .................... 98
Figura 40. Extracto enziméatico obtenido luego del crecimiento de Trichoderma harzianum en
medio con vaina de frijol como fuente de CarbONO. ..........ccocveiiiiiiiiiii 99
Figura 41. Ensayo de papel filtro para la determinacion de la actividad enzimética. ................... 99
Figura 42. Tubos de ensayo con las muestras en ebullicion luego de la hidrdlisis enzimatica...... 99
Figura 43. Dilucion de los tubos de reaccion en tubos con 20 mL de agua destilada. ................. 100
Figura 44. Espectrofotometro utilizado para medir la absorbancia de las muestras analizadas con el
MELOAO DINS. ..ottt s et e e s bt e e st e e be e s aeeeateesbeeesteenaeearaeanneens 100
Figura 45. Vaina de frijol en el medio de reaccion luego de la hidrdlisis alcalina. ..................... 100
Figura 46. Vaina hidrolizada luego de la filtracion en manta..............cccoceevieeiiiiecie e 101
Figura 47. Vaina hidrolizada luego del proceso de Secado..........cccevveeiiivieiiieeiiiee e 101
Figura 48. Preparacion del preindculo de levadura. ...........ccccveeiiie e 101
Figura 49. Medios de cultivo usados para la fermentacion alcohdlica. .........c..ccocveviiieiiieeninens 102
Figura 50. Centrifugadora utilizada para clarificar muestras para enviar a HPLC .................... 102
Figura 51. Biorreactor utilizado en las fermentaciones. ..........cccccveviveiiiee e, 102
Figura 52. Equipo complementario del biorreactor usado en las fermentaciones........................ 103
Figura 53. Calibracion del sensor de oxXigeno diSUEILO.............coovieiiiviiiiee i, 103
Figura 54. Burbujeo del medio de fermentacidn al proporcionar aire al reactor. ....................... 103
Figura 55. Panel de control del biorreactor en la produccion enzimatica............c..cccceeviveeevineenns 104
Figura 56. Vaina de frijol y micelio recuperado luego de la produccién de enzimas................... 104
Figura 57. Panel de control del biorreactor en la fermentacion alcohdlica ..............cccccoeveeinenns 105
Figura 58. Recuento de las levaduras presentes en el biorreactor en la fermentacién alcohodlica
utilizando la camara de NEUDBUET ...........coviiiiiiieiie st 105
Figura 59. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el Erlenmeyer 1 con vaina de frijol
SIN NHAFOHISIS @ICAIINA. ... .c.vieiiie ittt reenneas 106
Figura 60. Cromatograma del resultado de la fermentacién en el Erlenmeyer 2 con vaina de frijol
SIN NHAFONISIS ICAIING. .......vie et e e e e nneas 106
Figura 61. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el Erlenmeyer 3 con vaina de frijol
SIN NHAFONISIS ICAIING. .......vie et e e e e nneas 106
Figura 62. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el Erlenmeyer 1 con vaina de frijol
sometida a hidrolisis @lCAIING. ..........couiiiiiiie e 107
Figura 63. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el Erlenmeyer 2 con vaina de frijol
sometida a hidrolisis @lCAIING. ..........ccuiiiieiie e 107
Figura 64. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el Erlenmeyer 3 con vaina de frijol
sometida a hidrolisis @lCAIING. ..........ccuiiiieiie e 108
Figura 65. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el control con vaina de frijol sin
hidrolisis alcalina y Sin [eVAAUIa...........ccueiiiiii et 108



Figura 66. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el control con vaina de frijol sometida

a hidrolisis alcalina SiN 1VAAUIA..........ccviiiiiiiieiie e 109
Figura 67. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el control con vaina de frijol sin
hidrdlisis alcalina y sin eXtracto eNZIMALICO.........cceiiiiiiiiiiiie s 109
Figura 68. Cromatograma del resultado de la fermentacidon en el control con vaina de frijol sometida
a hidrolisis alcalina sin eXtracto ENZIMALICO ..........ccviiiiiiieii e 110
Figura 69. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el control sin vaina de frijol ....... 110
Figura 70. Cromatograma del extracto enzimético obtenido en el biorreactorde 1 L ................. 111
Figura 71. Cromatograma del medio en la fermentacion alcohdlica en el reactor de 1 L a las 22 h
A TEIMENTACION .....vieeie ettt e st e et e e s e et e e saeearaeaeeen 111
Figura 72. Cromatograma del medio en la fermentacion alcohélica en el reactor de 1 L a las 47 h
A TEIMENTACION .....viceie ettt e et e et e et e et e e naeeanaeanraen 112
Figura 73. Cromatograma del medio en la fermentacion alcoholica en el reactor de 1 L a las 70 h
A TEIMENTACION .....viceie ettt e et e e et e et e e saaeeraearaen 112
Figura 74. Cromatograma de la muestra 1 del medio en la fermentacion alcohdlica en el reactor de
1L alas 88 h defermentacion.........cccoiiiiiiiiiiiie e 113
Figura 75. Cromatograma de la muestra 2 del medio en la fermentacion alcohdlica en el reactor de
1L alas 88 h defermentaCion.........cccociiiiiiiieiie ittt 113
Figura 76. Cromatograma de la muestra 3 del medio en la fermentacion alcohdlica en el reactor de
1L alas 88 h defermentaCion.........cccociiiiiiiieiie ittt 114
Figura 77. Diagrama del equipo y balance de masa de la produccion enzimaética con el hongo T.
harzianum usando vaina de frijol COmo INAUCLON.............ccccviiiiii i 115
Figura 78. Diagrama del equipo y balance de masa del sistema de sacarificacion y fermentacién
simultanea usando vaina de frijol como fuente de carbono...........c.cccccveevieeeiee e, 116
Figura 79. Curva de calibracion de azUcares reductores en forma de glucosa utilizada con el método
DN S bRt et b e R b bt et e e b e e e 138
Figura 80. Curva de calibracién de sacarosa en el equipo HPLC con indice de refraccién ......... 139
Figura 81. Curva de calibracién de glucosa en el equipo HPLC con indice de refraccion........... 140
Figura 82. Curva de calibracién de fructosa en el equipo HPLC con indice de refraccion.......... 140
Figura 83. Curva de calibracién de etanol en el equipo HPLC con indice de refraccién............. 141

xvii



xviii



LISTA DE ECUACIONES

Pégina
Ecuacion 1. Masa retenida en las mallas utilizadas en el analisis granulométrico de la harina de
VaINA AE TIHJOL.... et 123

Ecuacion 2. Porcentaje de masa de harina que paso en las mallas del analisis granulométrico ...124
Ecuacion 3. Concentracion de los reactivos en el medio de cultivo usado para inducir la produccion

de enzimas usando vaina de Trijol. ........c.oooiiiiiiiiii e 124
Ecuacion 4. Masa del extracto enzimatico obtenido ...........cccvevieiiiieiiiiiece e 124
Ecuacion 5. Concentracion de solidos en el extracto obtenido.............ccoveviveeivecie i, 125
Ecuacion 6. Concentracion de glucosa liberada del papel filtro en la determinacién de la actividad
LT gr4 gL L or: TSP PRROURRRPT 125
Ecuacion 7. Actividad enzimética de las celulasas producidas en unidades de papel filtro.......... 125
Ecuacion 8. Actividad enzimatica de las celulasas producidas en unidades de papel filtro para bajas
Yo AV To oo [ PSPPSR 126
Ecuacién 9. Conversion de la vaina en la produccion de azlcares reductores en forma de glucosa
................................................................................................................................................ 126

Ecuacion 10.
Ecuacion 11.
Ecuacion 12.
Ecuacion 13.
Ecuacion 14.
Ecuacion 15.
Ecuacion 16.
Ecuacion 17.
Ecuacion 18.
Ecuacion 19.
Ecuacion 20.
Ecuacion 21.
Ecuacion 22.
Ecuacion 23.
Ecuacion 24.
Ecuacion 25.

Porcentaje de viabilidad de las levaduras presentes en la fermentacion alcoholical27

Concentracion de células en el medio de fermentacién en células por mL ............ 127
Concentracion de células en el medio de fermentacidn en peso seco por mL ........ 127
Concentracion de la vaina de frijol sobrante en la fermentacién alcohdlica........... 128
Rendimiento de la produccion de etanol a partir de la vaina de frijol ................... 128
Rendimiento de la produccion de biomasa a partir de la vaina de frijol................. 129
Velocidad especifica de crecimiento de las levaduras...........ccccccevevvveeiiieeciinneenne, 129
Tiempo de generacion de 1as 1eVaduras............ccveviveeiiieieiiee e 129
MEdI@ AITEMELICA ....vveivvieiie ettt snee s 135
DESVIACION ESLANTAL: .....cveiiiiiiiie ettt 136
Intervalo de CONTIANZA: ........eoiviiiie e 136
Coeficiente de VariaCion: ........cccocveiiriiiiie e 136
Propagacidn de error para multiplicacion y division.............cccccovveeiiiieiiieciinens 137
Propagacion de error para SUMAS Y FESTAS.......cccuveeireeeiieeiieeesreeesreeesireesrneesnneeas 137
Propagacidn de error para logaritmos............cocveeiieiiiiee e 138

Xix



XX



Resumen

La vaina de frijol es un residuo lignocelulésico que, para aprovechar, es necesario hidrolizar
para liberar azucares fermentables. El objetivo de este estudio fue evaluar extractos de enzimas
lignoceluloliticas producidas por el hongo Trichoderma harzianum en una fermentacion sumergida
usando vaina de frijol como inductor, para la generacion de azucares fermentables a partir de la
hidrélisis enzimatica de la vaina. Para ello, fue necesario moler la vaina para trabajar con un D70
de 0.828 mm. Luego, se realizé la propagacion del hongo para cultivarlo en medios con vaina de
frijol. De estos medios se obtuvo extractos enzimaticos cuya actividad se determiné con el ensayo
de papel filtro. La mayor actividad se obtuvo con una concentracién de vaina de 12.5 £ 0.3 g/L, la
cual fue de 0.298 + 0.037 FPU/mL. Se evalu¢ la influencia de una hidrolisis alcalina a la vaina en
la produccion de azicares tanto en una hidrolisis enzimatica como en una sacarificacion y
fermentacion simultanea para la produccion de etanol a partir de la vaina. El etanol se cuantifico
mediante HPLC. Se observd que este pretratamiento no tiene una influencia significativa, ya que el
intervalo de confianza de los azlicares liberados por la vaina con el pretratamiento (3.23 +8.92 g/L)
y sin él (3.55 + 7.44 g/L) se traslapan, asi como en la produccion de etanol, los cuales fueron de
0.056 + 0.006 y 0.063 + 0.013 % (m/v) respectivamente. La produccion enzimatica y la de etanol
se realizaron en un biorreactor de 1 L obteniendo un extracto con una actividad de 0.178 + 0.002
FPU/mL. La concentracion de etanol obtenida fue de 1.36 + 0.48 g/L con un rendimiento respecto
al consumo de vaina del 39.3 + 11.2 %. El rendimiento de la produccién de levaduras respecto al
sustrato fue mayor, del 69.9 + 29.5 %. Para futuras investigaciones se recomienda optimizar y
estandarizar las condiciones de operacién para maximizar el rendimiento, asi como utilizar
levaduras modificadas que expresen enzimas lignoceluloliticas y que metabolicen pentosas para
llevar a cabo un bioproceso consolidado en el que la levadura produzca enzimas para hidrolizar la
vaina y que use los azucares liberados para producir etanol en un solo reactor.
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Abstract

The bean pod is a lignocellulosic residue that, to be used, must be hydrolyzed to release
fermentable sugars from it. The objective of this study was to evaluate extracts of lignocellulolytic
enzymes produced by the fungus Trichoderma harzianum in a submerged fermentation using the
bean pod as inducer, for the generation of fermentable sugars from the enzymatic hydrolysis of the
pod. For this, it was necessary to grind the pod to work with a D70 of 0.828 mm. Then, the fungus
was propagated to cultivate it in media with bean pod. Enzymatic extracts were obtained from these
media, whose activity was determined by the filter paper assay. The highest activity was obtained
with a pod concentration of 12.5 £ 0.3 g/L, which was 0.298 + 0.037 FPU/mL. The influence of an
alkaline hydrolysis to the pod on the production of sugars was evaluated, both in an enzymatic
hydrolysis and in a simultaneous saccharification and fermentation to produce ethanol from the
pod. Ethanol was quantified by HPLC. It was found that this pretreatment does not have a
significant influence, since the confidence interval of the sugars released by the pod with the
pretreatment (3.23 &+ 8.92 g/L) and without it (3.55 + 7.44 g/L) overlap, as well as in the production
of ethanol, which were 0.056 £+ 0.006 and 0.063 + 0.013 % (w/v) respectively. The enzymatic and
ethanol production were conducted in a 1 L bioreactor and an extract with an activity of 0.178 +
0.002 FPU/mL was obtained. The ethanol concentration obtained was 1.36 + 0.48 g/L with a yield
0f 39.3 + 11.2 % with respect to the pod consumption. The yield of yeast production relative to the
substrate was higher, 69.9 + 29.5%. For future research, it is recommended to optimize and
standardize the operating conditions to maximize yield, as well as using modified yeasts that
express lignocellulolytic enzymes and that metabolize pentoses to conduct a consolidated
bioprocess in which the yeast produces enzymes to hydrolyze the pod and use the released sugars
to produce ethanol in a single reactor.
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l. Introduccion

En esta investigacion se evalua el aprovechamiento de residuos de la vaina de frijol, que es la
envoltura que protege a los granos de frijol antes de ser cosechados, de la cual solo en Guatemala
se generan aproximadamente 350 mil toneladas anuales (MAGA, 2017); para proveer una base
técnica sobre el aprovechamiento de estos contaminantes.

La vaina de frijol no suele ser utilizada como alimento ya que es un residuo lignocelulésico
compuesto principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales no son aprovechables
por el humano ni por la mayoria de los microorganismos. Sin embargo, se pueden utilizar enzimas
lignoceluloliticas, que son proteinas extracelulares que son excretadas por diferentes
microorganismos para acelerar la conversion de la lignocelulosa en compuestos que puedan ser
metabolizables como azicares simples o fermentables en un proceso llamado hidrélisis. Los
azacares fermentables pueden ser utilizados por microorganismos como fuente de carbono para
obtener diferentes productos de interés (Namnuch et al., 2021).

Uno de los productos que se puede obtener al tener azlicares fermentables disponibles es el
bioetanol, el cual se produce en una fermentacion cuando las levaduras, que son microorganismos
unicelulares, consumen los azicares en un medio sin oxigeno y los convierten en bioetanol que es
un alcohol usado en la industria quimica, farmacéutica, de alimentos, como desinfectante y como
biocombustible (Vimmerstedt et al., 2012).

El hongo Trichoderma harzianum es un hongo filamentoso que tiene la capacidad de
alimentarse de residuos lignocelulosicos mediante la secrecion de enzimas extracelulares que
digieren polisacaridos como la celulosa o proteinas para poder absorber los monémeros como
fuente de carbono para obtener energia (Madigan et al., 2015). El hongo puede crecer en un medio
solido, asi como en un medio liquido y por ello se evalua la produccion de enzimas
lignoceluloliticas en una fermentaciéon sumergida, que representa un medio fermentativo liquido
mas controlado y eficiente.

La degradacion de compuestos lignoceluloliticos requiere un pretratamiento para facilitar la
obtencion de enzimas y azucares fermentables. Dentro de estos tratamientos se puede mencionar la
molienda y la hidrolisis alcalina, evaluados en esta investigacion. Ademas, es necesaria la induccion
de la produccion de las enzimas al cultivar al hongo en un medio con residuos lignocelulésicos y
se debe evaluar la actividad de las enzimas producidas con métodos estandar como el ensayo de
papel filtro (cuantificado por el método DNS).

Para evaluar la aplicacion de las enzimas en la produccion de etanol, se llevd a cabo una
fermentacion y sacarificacion simultanea, al usar la vaina de frijol como fuente de carbono, en la
cual se hidroliza la vaina por las enzimas para producir azicares y estos son consumidos por las
levaduras para producir etanol en el mismo medio de reaccion. Los azicares y el etanol producido
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pueden ser cuantificados por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) que es una técnica
que separa componentes por las interacciones fisicoquimicas que pueden tener entre los
componentes de la fase mévil y la columna por la cual eluyen.

De manera que en esta investigacion se muestra la posibilidad de utilizar la vaina de frijol
como materia prima para producir un biocombustible (bioetanol) y ademas utilizar este mismo
residuo para la produccion de enzimas que puedan hidrolizar los componentes de la vaina en
azucares fermentables. Para una mayor profundidad de los temas, en el capitulo del Marco Teorico
y en Antecedentes se puede encontrar mas informacion sobre las enzimas lignoceluloliticas, sus
aplicaciones, las formas de produccion, el mecanismo con el que actian y la forma en la que se
produce el bioetanol. En el capitulo de Metodologia se muestra con mayor detalle lo realizado en
el presente trabajo, los procedimientos seguidos y las técnicas empleadas. En Resultados se
presentan los resultados obtenidos en cada parte de la investigacion y se profundiza sobre ellos en
Analisis de resultados. Posteriormente se pueden encontrar las Conclusiones y Recomendaciones
del trabajo de graduacion y finalmente en Anexos se encuentra informacion extra que puede ayudar
a tener una mayor comprension de lo obtenido en esta investigacion.



1. Antecedentes

La utilizacion de residuos es algo que ha llamado la atencién hoy en dia para buscar una
economia circular ya que con ello se utilizan menos recursos, representando menores costos, asi
como se tiene una mayor preservacion del medio ambiente. Un ejemplo de ello fue la investigacion
en la que se evaluaron diferentes residuos lignocelulosicos para optimizar la produccion del indculo
y formacién de carpdforos del hongo comestible Lentinula boryana. En el estudio se encontrd que
el uso de paja de cebada junto con viruta de madera de encino, madera de la poda de vid o bagazo
de cafia favorecen el crecimiento del micelio y con ello la producciéon de un alimento a partir de un
residuo (Gaitan & Salmones, 2015).

El uso de residuos lignoceluldsicos es posible mediante hidrdlisis quimicas, fisicoquimicas o
bien con el uso de enzimas generadas por diferentes organismos como el hongo del estudio
mencionado para generar azicares fermentables que pueden ser utilizados para producir diferentes
productos de interés. Para poder utilizar estas enzimas es necesario aislar y cultivar
microorganismos capaces de producir estas enzimas en condiciones especificas. El hongo utilizado
en este estudio es Trichoderma harzianum, ¢l cual ya se ha utilizado en diferentes residuos
lignocelulosicos por su capacidad de producir enzimas lignoceluloliticas.

Michel et al., (2008) utilizaron diferentes sustratos organicos para evaluar el crecimiento de 7.
harzianum, entre ellos estuvieron el grano de arroz, el cual tiene un costo elevado, olote de maiz,
cascara de cacahuate, cascara de arroz, grano de alpiste, grano de sorgo, rastrojo de maiz, rastrojo
de soya, céscara de ajo, céscara de ajonjoli, de tomate, de cacao y de café, los cuales son residuos
lignocelulosicos. Incluso evaluaron el crecimiento en vaina de frijol, el cual es el residuo utilizado
en el presente estudio, y comprobaron que en todos hubo un buen crecimiento y una alta viabilidad,
lo que indica que es posible usar estos residuos para cultivar al hongo debido a su alta produccion
enzimatica.

Se encontrd que este hongo contiene en su genoma mdas genes que codifican para enzimas
lignocelulosicas que T reesei, el cual se ha usado industrialmente para producir celulasas. De hecho,
en la cepa T6776 se encontraron 42 genes que codifican para celulasas con mayor actividad de
endoglucanasas y B-glucosidasas y 24 para hemicelulasas que son mas que los que tiene 7. reesei y
los cocteles enzimaticos comerciales (Zhang et al., 2020).

En diferentes estudios se ha utilizado este hongo para producir enzimas lignoceluloliticas
usadas para aprovechar diferentes residuos. Algunas enzimas que se han logrado purificar y
caracterizar ademas de las celulasas son: xilanasas y mananasas que degradan el xilano y manano,
que son de los principales componentes de la hemicelulosa (Franco et al., 2004), xilosidasas,
arabinofurosidasas, manosidasas, galactosidasas, carboxilesterasas y monooxigenasas liticas de
polisacaridos (LPMOs) (Zhang ef al., 2020).



La produccion de enzimas con este hongo puede realizarse en estado solido. Por ejemplo, se
han producido celulasas a partir de residuos de arroz, trigo, maiz, bagazo de cafia y aserrin (Sajith
et al., 2016) asi como xilanasas y otras hemicelulasas (de Carvalho, 2016). Incluso se ha evaluado
el uso de una fermentacion en estado solido por 7. reesei para producir celulasas y usar estas
enzimas para producir etanol a partir de residuos de sorgo, lo cual se logroé realizar con un 80 % de
eficiencia (Idris ef al., 2017). La fermentacion también puede ser sumergida o en estado liquido

Para producir celulasas y otras enzimas lignoceluloliticas usando hongos como 7. harzianum
en fermentaciones sumergidas se han evaluado diferentes alternativas. Por ejemplo (Zhang ef al.,
2020) usaron un cultivo de 7. harzianum en la solucion de sales de Mandel suplementada con
sustratos lignoceluldsicos para producir diferentes celulasas y hemicelulasas. (Garcia et al., 2006)
lograron aumentar la producciéon de biomasa de 7. harzianum al usar melaza de trapiche y
Saccharomyces cerevisiae como suplementos nutricionales.

Lee et al., (2017) optimizaron la produccion de enzimas de T harzianum al variar los cambios
morfologicos inducidos por diferentes surfactantes en la fermentacion y encontraron que la
actividad de las celulasas aumenta en un 177 % al usar Tween 80 al 1.0 % y en un 142 % al usar
polietilenglicol al 0.5 % en comparaciéon con fermentaciones sin surfactante. En otro estudio
(Nanjundaswamy & Okeke, 2020) optimizaron diferentes condiciones para una especie de
Trichoderma y encontraron que la mayor actividad de enzimas hidroliticas se obtuvo al usar 1 g/L
de peptona, 0.5 g/L de extracto de levadura y 1.2 g/L de sulfato de amonio como fuente de nitrogeno,
como fuente de carbono evaluaron varios sustratos y el mejor fue la mezcla de papel con pasto
varilla. La temperatura optima de crecimiento del hongo fue de 30° C y el pH de 7. Usando otra
especie de Trichoderma, Zahra et al., (2020) optimizaron las condiciones de cultivo para producir
celulasas usando la vaina de semillas de algodon y encontraron una maxima produccioén con una
concentracion del sustrato al 5 %, un 0.05 % de peptona y 0.05% KH,PO4 a 30° C y pH de 5.0.

Franco et al., (2004) lograron producir y caracterizar f-mananasa y B-xilanasa a partir de 7.
harzianum usando avena espelta y salvado de trigo. Libardi et al., (2017) lograron obtener celulasas
con 7. harzianum usando aguas residuales domésticas como sustrato, lo cual es otra alternativa
interesante para reducir contaminacion y disminuir costos en la produccion de enzimas. La cafia de
azucar es un sustrato de gran interés para producir celulasas, por ejemplo da Silva et al., (2012)
aislaron una cepa de T’ harzianum y con ella lograron producir un complejo lignocelulolitico a partir
de residuos pretratados de bagazo de cafia y usaron esas mismas enzimas para hidrolizar ese residuo.
Este estudio se mejord por da Silva et al., (2021) al eliminar el gen crel que codifica para un
represor transcripcional de celulasas, por lo que se aumento6 la produccion de estas enzimas, asi
como de xilanasas.

En otro estudio llevado a cabo por da Silva et al., (2016) mejoraron la produccion de 7.
harzianum al usar glicerol, un subproducto del biodiesel, como fuente de carbono para la
propagacion inicial del hongo y su posterior produccion de celulasas en un biorreactor de tanque
agitado cambiando el glicerol por bagazo de cafia pretratado. La importancia de esto es que
normalmente se usa glucosa para el inoculo inicial, pero esta puede inhibir la produccion de
celulasas, por lo que se observo que el uso de glicerol duplica la actividad de estas enzimas. Otra
alternativa que se ha usado para producir celulasas es la induccion directa con celulosa, por ejemplo
Lee et al., (2015) optimizaron la produccién de endoglucanasas al usar 1.85 % de celulosa, 0.48 %
de peptona de soyay 0.10 % de tiamina HCl en el medio de cultivo.
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Finalmente, se ha utilizado 7. harzianum para producir otro tipo de enzimas hidroliticas como
lipasas que pueden hidrolizar lipidos o bien llevar a cabo reacciones de transesterificacion en la
produccion de biodiesel, para ello se ha evaluado la fermentacion sumergida y en estado solido al
inducir la produccion de enzimas con aceites y usando residuos agroindustriales y se encontré una
mayor actividad en la fermentacion sumergida (Coradi et al., 2013).

Las enzimas obtenidas pueden utilizarse para obtener azucares fermentables de diferentes
residuos lignocelulosicos y con ellos obtener productos de interés como el etanol, el cual es el
compuesto que se busca obtener en el presente estudio. La produccion de etanol con residuos
lignoceluldsicos puede hacerse con una hidrolisis y fermentacion separadas en diferentes reactores
(SHF) o bien en una sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF) en la que ambos procesos se
realizan en el mismo reactor (Galbe & Zacchi, 2014).

Se han realizado diferentes experimentos en los que se obtiene etanol con el método SHF. Por
ejemplo Idris et al., (2017) hidrolizaron residuos de sorgo con celulasas producidas por 7. reesei y
Aspergillus niger, luego tomaron el hidrolizado y lo usaron como medio para producir etanol con
Saccharomyces cerevisiae, obteniendo un 76.8 % de conversion. De igual forma, Upendra et al.,
(2013) usaron a la misma levadura para obtener etanol a partir de la hidrélisis enzimatica de vainas
de arvejas, con un rendimiento de 250 mL de etanol/kg de residuo agricola.

En la presente investigacion se pretende evaluar una sacarificacion y fermentacion simultanea
usando vaina de frijol como residuo lignoceluldsico ya que tiene la ventaja de que solo se utiliza un
reactor, hay menos etapas de purificacién y no hay inhibicién de las enzimas por los azicares
liberados ya que se consumen por las levaduras. Esto se ha demostrado en estudios como el de
Kelbert et al., (2016) en el que se produjo etanol en un sistema SSF a partir de madera de eucalipto
bajo diferentes condiciones de estrés. Se observo que la combinacion de temperatura y altas cargas
de solidos fue la combinacién de variables mas significante que afect6 la concentracion de etanol y
la conversion de celulosa a etanol. Luego de la optimizacion obtuvieron una concentracion de etanol
de 54 g/L, lo que corresponde a una conversion del 85 %.

De igual forma, Liu et al., (2014) lograron utilizar el rastrojo de maiz pretratado con explosion
de vapor en una fermentacion y sacarificacion simultanea con enzimas y la levadura S. cerevisiae
para obtener una concentracion de etanol de 59.8 g/L y un rendimiento del 77.2 %. La concentracion
de etanol aumento6 un 18.7 % en comparacion con un hidrélisis y fermentacion separadas. Esto se
logré al usar una cepa termo tolerante de S. cerevisiae para operar a la temperatura optima de las
enzimas.

Finalmente, no se han realizado muchos estudios utilizando la vaina de frijol como residuo
lignocelulodsico para producir etanol en comparacién con otras materias primas. El mas resaltable
es el llevado a cabo por Upendra ef al., (2013) en el que utilizaron vainas de frijol, la envoltura de
la semilla y vaina de arvejas pretratadas con acido y sacarificadas usando un consorcio de cepas del
hongo Aspergillus. Con esto obtuvieron 90 g de glucosa por kg de residuo, la cual fue consumida
por S. cerevisiae para obtener una produccion de etanol de 250 mL / kg de residuo.

A falta de mas estudios similares, es necesario realizar investigaciones para evaluar el uso de
la vaina de frijol como sustrato para producir enzimas lignoceluldsicas, asi como materia prima
para producir etanol, ya que hay una gran produccion de frijol en el pais.
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111. Justificacion

Cada afio en el sector agroindustrial se producen mas de 40 millones de toneladas de biomasa
lignoceluldsica que no es comestible y en muchas ocasiones solo se descarta sin recibir un
tratamiento, lo que puede generar problemas ambientales, ademas se invierten recursos para que
crezca esa biomasa, a la cual no se le suele obtener un provecho a pesar de que contiene azicares
que pueden ser metabolizados por microorganismos para producir diferentes compuestos de interés
(Sanderson, 2011).

A diferencia de otros residuos lignoceluldsicos como restos del maiz, ha habido poca
investigacion sobre el aprovechamiento de la vaina de frijol, la cual tiene pocas aplicaciones
productivas directas y puede generar contaminacion. Anualmente, se generan alrededor de 19.4
millones de toneladas de vaina sin un uso especifico mundialmente (Martinez et al., 2020;
Aigbodion, 2019) y en Guatemala donde el frijol es un alimento bésico, se producen alrededor de
350 mil toneladas anuales (MAGA, 2017).

Esta vaina puede ser utilizada para producir compuestos de valor agregado como el etanol ya
que contiene en su estructura azicares que pueden metabolizar las levaduras para producir el
alcohol, sin comprometer la seguridad alimentaria ya que se usaria un residuo. El etanol es un
compuesto cuya demanda ha ido aumentando ya que se utiliza en la industria farmacéutica, como
desinfectante, en industria de alimentos, industria quimica y como biocombustible, lo cual ha
llamado mucho la atencidn en los ultimos afios, de hecho se piensa que a partir del 2022 se usaran
36 mil millones de galones del biocombustible anualmente debido a las regulaciones que se han ido
estableciendo (Vimmerstedt et al., 2012). En 2020 el tamafio de mercado del bioetanol se estimaba
alrededor de 100 mil millones de litros con un valor de mercado de 93.7 mil millones de délares y
se espera que para el 2030 el valor del mercado sea de 155.6 mil millones de ddlares con una tasa
de crecimiento anual compuesta (CAGR) del 5.2 % (GlobeNewswire, 2021).

Por otro lado, la produccion de enzimas con un uso industrial ha ido en aumento, de hecho, el
mercado de enzimas industriales tenia un valor de 5.9 mil millones de ddlares en 2020 y se piensa
que para el 2030 el valor serd de mas de 9.7 mil millones de dolares con una CAGR del 6.5 %
(GlobeNewswire, 2021). Las enzimas lignoceluloliticas tienen un comportamiento similar ya que
solo el valor del mercado de las celulasas, que es un tipo de estas enzimas era de 1677.7 millones
de dolares en 2020 y se espera que alcance un valor de 2450.7 millones de dolares en 2026 con un
CAGR del 5.5 % (RFDTYV, 2022). Al analizar todas las enzimas utilizadas en la produccion de
biocombustibles, se piensa que la CAGR sera del 9.4 % para el periodo del 2021 al 2026 (Research
and Markets, 2021) por lo que hay un alto interés en la produccion de estas enzimas.

Estas enzimas tienen un alto precio tanto por el proceso de purificacion como por el medio en
el cual se lleva a cabo la fermentacion para producirlas. El aporte de la presente investigacion es la
evaluacion del uso de la vaina de frijol para producir esta clase de enzimas, asi como su uso en la
produccion de etanol a partir del mismo residuo. Por ello, en la presente investigacion se propone
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la obtencion de enzimas lignoceluloliticas a partir del hongo Trichoderma harzianum usando
residuos de vaina de frijol como medio de cultivo, lo cual inducira la produccion de enzimas, asi
como les dara un uso a estos residuos para obtener un producto de mayor valor agregado. De igual
forma, se pretende evaluar el uso de estas enzimas para obtener los azlicares fermentables de la
vaina de frijol y con ellos producir bioetanol en una fermentacion alcohélica usando levaduras.



IV. Objetivos

A. General

Evaluar extractos de enzimas lignoceluloliticas producidas por el hongo Trichoderma
harzianum en una fermentacion sumergida usando vaina de frijol como inductor para la generacion
de azlcares fermentables a partir de la hidrolisis enzimatica de la vaina.

B. Especificos

e Preparar medios de cultivo con diferentes concentraciones de vaina de frijol para inducir la
produccion de enzimas lignoceluloliticas en una fermentacion sumergida con el hongo
Trichoderma harzianum.

e Obtener extractos de las enzimas producidas por el hongo para evaluar la concentracion de
vaina de frijol en el medio con la que se mejora la actividad enzimatica al medir azucares
fermentables producidos.

e Evaluar un pretratamiento hidrolitico de la vaina de frijol para determinar la influencia que
tiene en la produccion de azticares fermentables.

e Evaluar una sacarificacion y fermentacion simultdnea usando las enzimas lignoceluloliticas
obtenidas y levaduras para producir etanol a partir de la vaina de frijol como fuente de
carbono.
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V. Marco tedrico

A. Residuos lignocelulésicos

La lignocelulosa es el principal componente de la biomasa de las plantas y consume cerca de
la mitad de los productos de la fotosintesis, por lo que es una fuente abundante y de bajo costo al
momento de utilizarla como materia prima para diferentes procesos, ya que se suele desechar
(Rodriguez et al., 2017). La biomasa lignoceluldsica comprende residuos forestales, agricolas y
agroindustriales, los cuales son fuentes de energia abundantes, renovables y econdmicos. Estos
incluyen una variedad de materiales como aserrin, alamos, bagazo de cafia, desechos de papel,
residuos de granos cerveceros, pastos, paja, troncos, tallos, cascaras, vainas, hojas y cortezas de
diferentes plantas (Mussatto & Teixeira, 2010).

Cada afio se producen mas de 40 millones de toneladas de biomasa que no es comestible, la
cual suele ser descartada, por lo que los residuos lignoceluldsicos se acumulan cada afio en grandes
cantidades, lo que causa problemas ambientales, en especial si no se les realiza ninglin tratamiento.
Agregado a esto, hay que considerar que una gran parte de los recursos utilizados para diferentes
cultivos como agua, fertilizantes y suelo fueron utilizados por las plantas para producir la biomasa
lignocelulodsica que por su composicion quimica basada en azicares y otros compuestos de interés,
podria ser utilizada para producir productos con valor agregado como el etanol, aditivos de
alimentos, acidos organicos, enzimas, entre otros. Por ello, ademas de los problemas ambientales
que puede generar, solo descartar esta biomasa, seria un gran desperdicio pues se estarian perdiendo
recursos potencialmente valiosos que necesitaron una inversion energética por parte de las plantas
y de los agricultores (Sanderson, 2011; Mussatto & Teixeira, 2010).

La lignocelulosa estd compuesta principalmente por 3 constituyentes poliméricos que estan
cercanamente asociados entre si, la celulosa (35-50 %), la hemicelulosa (25-30%) y la lignina (25-
30%) (Namnuch et al., 2021). Estos polimeros son los que forman la pared celular de las plantas,
la cual les da rigidez y las hace resistentes a cambios en la osmolaridad y al ingreso de patogenos o
sustancias daninas. La pared celular tiene un espesor aproximado de 0.2 pm y envuelve las
membranas plasmadticas, conecta las células en tejidos, favorece la sefalizacion celular para crecer
y dividirse, controla la forma de los 6rganos de la planta y de la planta en si (Lodish et al., 2003).

La celulosa es un homopolimero de alto peso molecular formado por unidades de glucosa
unidas por un enlace -1,4 glucosidico (Nelson & Cox, 2009). Mediante ese enlace se forman largas
cadenas de celulosa, las cuales se unen entre si por puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals,
lo que causa que se empaquen en microfibrillas de celulosa, lo que las coloca en una estructura
paralela y cristalina que es mas resistente, menos soluble y degradable, asi como hay estructuras
amorfas de celulosa a lo largo de la pared (Mussatto & Teixeira, 2010). Las microfibrillas de
celulosa son sintetizadas en la cara exoplasmica de la membrana celular a partir de UDP-glucosa y
ADP-glucosa formadas en el citosol, la polimerizacion la realiza la enzima celulosa sintasa (Lodish
et al.,2003).
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Las microfibrillas de celulosa estan incorporadas en una matriz compuesta de pectina, que es
un polimero de acido D-galacturéonico y otros monosacaridos que le dan carga negativa a la pared
para interactuar con compuestos positivos y participa en el cambio de las propiedades de la pared
para el desarrollo vegetal (Salazar & Gamboa, 2013). Asi como de hemicelulosa que es un
heteropolimero corto pero ramificado de varios monosacéridos de 5 y 6 carbonos como la xilosa,
arabinosa, galactosa, manosa, glucosa y acido glucuronico o galacturénico. La fuerza mecanica de
la pared celular depende del entrecruzamiento de las microfibrillas de celulosa por las cadenas de
hemicelulosa como se puede observar en la Figura 1. La pectina y la hemicelulosa son sintetizadas
en el aparato de Golgi y transportadas a la superficie celular donde forman la red interconectada
que ayuda a unir las paredes celulares de células adyacentes. En la pared también se puede encontrar
una glucoproteina llamada extensina (Lodish ef al., 2003).

Figura 1. Representacion esquematica de la pared celular de las plantas.
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(Lodish et al., 2003)

Se observa que la hemicelulosa entrecruza las microfibrillas de celulosa aumentando la resistencia
de la pared, la pectina realiza un efecto similar ademas de proporcionar una carga negativa.

Otro componente de la lignocelulosa y de las paredes celulares es la lignina, la cual es un
polimero complejo e insoluble de residuos fenodlicos (unidades de fenilpropano) unidas en una gran
estructura tridimensional. Los 3 alcoholes monoméricos de la lignina son el alcohol p-cumarilico,
el alcohol coniferilico y el alcohol sinapilico. La lignina est4 unida a la celulosa y hemicelulosa y
su funcion es proveer rigidez y cohesion a la pared celular, conferir impermeabilidad al agua en los
vasos del xilema y formar una barrera fisicoquimica contra los ataques microbianos. Por su
composicion, la lignina es muy resistente a la degradacion quimica y enzimatica y esta presente en
mayor cantidad en los tejidos lefiosos (Chavez & Domine, 2013; Mussatto & Teixeira, 2010). En la
Figura 2 se puede observar como la lignina le da una proteccion extra y mayor rigidez a la pared
celular.
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Figura 2. Representacion de la estructura de la lignocelulosa
LIGNIN
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Se observan las microfibrillas de celulosa, las cadenas de hemicelulosa y las fracciones de lignina
que recubre a estas tltimas.

Figura 3. Modelo estructural de la lignina en madera aserrada
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(Chavez & Domine, 2013)
Se observa que es una estructura compleja formada por residuos fenolicos.

Los residuos lignoceluldsicos por su biorrenovabilidad y disponibilidad tienen un gran interés
industrial ya que a partir de ellos se pueden obtener muchos productos como biocombustibles
(bioaceite, biocarbon, gas de sintesis, biodiesel, bioetanol, biobutanol), bioquimicos (saborizantes,
aromaticos, alcoholes), biomateriales (biopolimeros, bioplésticos, biocompuestos), materiales
celulosicos (hidrogeles, fibras, telas), materiales de lignina (resinas, plastificantes, antioxidantes) y
materiales de carbono (carbon activado, nanotubos, nanocuernos) (Okolie et al., 2021). Por lo que
su implementacion es necesaria para tener una economia sostenible.
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Se han utilizado diferentes materiales lignoceluldsicos para producir diferentes compuestos de
interés como restos de madera, paja de cebada, rastrojo de maiz, restos de arroz, pulpa de café,
bagazo de cana, restos de trigo, avena, algodon, soya, girasol, entre otros. Pero no se han realizado
muchas investigaciones usando restos de frijol (Okolie et al., 2021).

B. Vaina de frijol

El frijol (Phaseolus vulgaris) pertenece a la familia Fabaceae, es una planta herbacea nativa
de Mesoamérica, en especial de México, Guatemala, Honduras, El Salvador y Peru, lugares en los
que se empezo a cultivar hace 7000 anos. Luego se distribuy6 alrededor del mundo y dependiendo
de la region se le conoce como frejol, frijol, frisol, habichuela, caraota, poroto, judia, balin o alubia
(Kamarudin & Gan, 2016).

El frijol es la leguminosa mas importante para el consumo humano por ser una importante
fuente de proteina, calorias, minerales, vitaminas del complejo B, compuestos fendlicos y fibra
(Fernandez & Sanchez, 2007). Se ha reportado que su consumo ademas de ser una importante fuente
de energia para muchas familias, minimiza el riesgo de enfermedades cronicas como diabetes,
enfermedad coronaria, cancer de colon, mama y prostata (Kamarudin & Gan, 2016).

En el mundo los mayores productores son India, Brasil, Birmania, China y Estados Unidos.
Del afio 1993 al 2014 produjeron 3.3, 3.0, 2.1, 1.5 y 1.2 millones de toneladas de frijol seco al afio
respectivamente (Kamarudin & Gan, 2016). En el 2018 la produccion mundial fue de 30.4 millones
de toneladas. Sin embargo, se genera una gran cantidad de residuos en el proceso postcosecha, uno
de ellos es la vaina, la cual puede representar problemas ambientales y econdmicos por sus grandes
volumenes y costos de disposicion (Martinez et al., 2020). La vaina constituye aproximadamente
el 39 % del peso del fruto (el 61 % restante corresponde a la pulpa y semillas), por lo que la
produccion anual generaria 19.4 millones de toneladas de vaina sin un uso especifico (Aigbodion,
2019).

En Guatemala el frijol es la principal fuente de proteina vegetal (22 %) y es un cultivo bésico
en la dieta, en especial en el area rural donde se basa en el consumo de maiz y frijol. El frijol ocupa
el 31 % del érea cultivada con granos basicos y se tiene una ingesta promedio de 58 g al dia, por lo
que el consumo aparente anual per capita para el pais es de 9.4 kg (Aldana, 2010).

Para el afio 2017 se estima que la produccion de frijol en Guatemala fue de 546,040 toneladas,
lo que equivaldria a 350 mil toneladas generadas de vaina aproximadamente. El cultivo de frijol es
principalmente para autoconsumo y la mayor produccion se da en los departamentos de Petén (27
%), Jutiapa (13%), Chiquimula (10 %), Santa Rosa (7 %) y Jalapa (6 %), con un ciclo de alta
cosecha desde los meses de agosto hasta diciembre (MAGA, 2017).

Dado que hay una alta produccion de frijol en el pais, también se genera una gran cantidad de
residuos como la vaina, ya que en el proceso postcosecha se debe secar la vaina con el ftijol, luego
se realiza el aporreo, que es un proceso en el que se golpean las plantas secas para que las vainas se
quiebren y liberen el grano. Esto hace que la vaina ya no sea comestible para las personas. Ademas,
es la primera que entra en contacto con diferentes plagas, por lo que es preferible no consumirla
(Alvarez, 2018).
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El gran volumen de vaina producida representa problemas ambientales y economicos para los
agricultores ya que no tiene un uso que genere mucho valor, en ocasiones se usa como abono en
nuevas plantaciones o se les da como alimento a los animales, pero en ninguno de los casos aporta
muchos beneficios (Aldana, 2010). Por el contrario, por su composicion quimica, la vaina podria
utilizarse para obtener productos con un mayor valor agregado como ser fuente de fibra para la
elaboracion de harinas, la obtencion de nanoparticulas o bien como fuente de carbono para la
produccion de biobutanol (Aigbodion, 2019; Martinez et al., 2020; Nimbalkar et al., 2017).

La vaina de frijol es rica en fibra, la cual consiste en celulosa, hemicelulosa y lignina. De las
primeras 2 se pueden obtener azucares que son metabolizables por las levaduras para producir
etanol. En un estudio en el que se obtuvo una harina de la vaina se determin6 que contenia un 66.93
% de fibra total, asi como un 15.65 % de carbohidratos simples (Martinez et al., 2020). En otro
estudio se determinaron parametros fisicoquimicos de la vaina de una variedad de frijol mexicana,
la cual contenia un 13.24 % de fibra y 39.19 % de carbohidratos simples (Fernandez & Sanchez,
2007). También se ha analizado la composicion de las vainas de arveja, las cuales son similares a
las de frijol y se encontrd que tienen un 26 % de celulosa, 20.5 % de hemicelulosa y 3.92 % de
lignina (Nimbalkar ef al., 2017).

En otro estudio se extrajeron los carbohidratos de la vaina de frijol y se encontr6 que el 2.5 %
corresponde a manosa, el 4.0 % a ramnosa, el 2.9 % a xilosa, el 4.3 % a arabinosa, el 15.0 % a acido
galacturdnico, el 9.0 % a glucosa y el 62.2 % a galactosa (Kamarudin & Gan, 2016). Esto es
prometedor ya que los ultimos 2 pueden ser metabolizados por cepas silvestres de Saccharomyces
cerevisiae, mientras que otras levaduras también pueden metabolizar las pentosas presentes en la
vaina para producir etanol. Sin embargo, es importante considerar que el acido galacturénico puede
inhibir el consumo de galactosa cuando el pH es de 3.5 en la fermentacion, por lo que se debe
controlar este factor para obtener buenos rendimientos, se ha observado que a pH de 5 no ocurre
esta inhibicion (Huisjes et al., 2012).

Esto muestra que la vaina de ftijol tiene potencial para ser utilizada como fuente de carbono
en la produccion de etanol, obteniendo un producto de valor agregado a partir de un residuo, lo que
puede disminuir los costos de produccion, proporciona un nuevo recurso no basado en petréleo,
que no compromete la salud alimentaria y contribuye a reducir el impacto en el medio ambiente.
Incluso, la vaina contiene de un 20.2 % (Nimbalkar ef al., 2017) a un 39.09 % de proteina cruda y
otros nutrientes como cobre, niquel, manganeso, hierro, zinc, fésforo, potasio, magnesio, calcio y
nitrégeno (Fernandez & Sanchez, 2007), por lo que no es necesario realizar una suplementacion
muy grande de estos nutrientes a los medios de cultivo.

C. Hidrdlisis de lignocelulosa

Para poder aprovechar los aziicares fermentables presentes en la lignocelulosa de diferentes
materiales como la vaina de frijol, es necesario realizar pretratamientos a la lignocelulosa para
hidrolizar los polimeros y tener acceso a estos azucares. El proceso inicia con una deslignificacion
para retirar la lignina y liberar a la celulosa y hemicelulosa y luego se da la hidrolisis de estos
polimeros para la obtencion de azucares simples. Para esto se han explorado métodos fisicos,
quimicos, biologicos o una combinacion de varios (Rodriguez et al., 2017). Algunos de estos
métodos son:
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Meétodos fisicos: Incluyen el corte, maceracion y molienda. Estos aumentan el area superficial
sobre la cual pueden actuar las enzimas y reducen la cristalinidad de la celulosa, pero
requieren un alto consumo energético (Verardi et al., 2012). Otros son la extrusion mecanica,
uso de microondas, ultrasonido y pir6lisis (Zuccaro et al., 2020) Un tratamiento que se debe
realizar es el secado ya que este disminuye el contenido de humedad y con ello Ila
contaminacioén y descomposicion del sustrato, reduce el peso para el transporte y facilita
procesos de produccion (Nimbalkar ez al., 2017).

Métodos quimicos: Se incluye la hidrolisis acida, que puede ser con acidos concentrados a
menores temperaturas o con acidos diluidos a temperaturas mayores. Estos pueden hidrolizar
la hemicelulosa y la celulosa (esta necesita mayores temperaturas para romper la estructura
cristalina), asi como alteran la estructura de la lignina, el inconveniente es la corrosion que se
da en el equipo, las altas condiciones de operacion y formacion de compuestos toxicos.
Algunos acidos utilizados son el sulfurico, clorhidrico y nitrico (Galbe & Zacchi, 2014;
Rodriguez ef al., 2017).

También se puede realizar una hidrélisis alcalina al aplicar soluciones de compuestos como
hidréxido de sodio, calcio, potasio o de amonio, lo que ayuda a remover la lignina y parte de
la hemicelulosa, asi como causa el hinchamiento de la celulosa, lo que disminuye la
cristalinidad y aumenta el area superficial disponible para que sea hidrolizada por enzimas
(Mussatto & Teixeira, 2010), lo que muestra que es importante realizar este pretratamiento
para una buena hidrdlisis enzimatica. La lignina también se puede extraer con una mezcla de
solventes organicos como etanol, metanol, acetona, etilenglicol o trietilenglicol (organosolv),
el problema es que se deben recuperar los solventes en el proceso (Chavez & Domine, 2013).
Al degradar la lignina se pueden producir compuestos fenolicos que actian como inhibidores
durante las fermentaciones por lo que se pueden remover usando carbon activado al 5 % a 60°
C con agitacion a 200 rpm por 2 h y el carbon activado se puede recuperar por filtracion
(Nimbalkar et al., 2017).

Meétodos fisicoquimicos: Esta el método de explosion de fibra de amonio (APEX) y el de
percolacion de reciclaje de amonio (ARP) los cuales usan amonio a altas temperaturas y
presiones para aumentar el area superficial y remover la lignina y hemicelulosa, pero no la
hidrolizan. Otro método que aumenta el area superficial y que no produce inhibidores pero
que no realiza una hidroélisis es la explosion con didxido de carbono supercritico (Verardi
et al., 2012; Galbe & Zacchi, 2014).

Otros métodos son la ozonolisis que reduce el contenido de lignina a condiciones ambientales
y no produce residuos toxicos, pero que es costoso por el ozono requerido. Esta la oxidacion
himeda en la que se usa agua y aire u oxigeno con un catalizador alcalino, la cual remueve
de forma eficiente la lignina y hay una baja formacion de inhibidores, pero el oxigeno y
catalizador pueden ser costosos (Verardi et al., 2012; Mussatto & Teixeira, 2010).

Finalmente, estan los tratamientos con vapor, los cuales causan la hidrélisis de la celulosa y
auto hidrolisis de la hemicelulosa. Estos pueden generar compuestos inhibidores y en
ocasiones no se da una separacion completa de la lignina. Se puede generar una explosion de
vapor al cambiar las presiones o se puede realizar una hidrotermolisis con agua caliente
comprimida (Galbe & Zacchi, 2014). Esta ultima opcion ha tenido un alto interés industrial
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por su rentabilidad y bajo impacto ambiental. El inconveniente es que los fragmentos de
lignina se pueden volver a asentar en la celulosa, lo que impide una adsorcion adecuada de
las enzimas para el proceso de hidrolisis, por lo que se han evaluado formas de mitigar este
problema como el uso de proteina de soya, la cual bloquea la deposicion de lignina en la
celulosa, mejorando el proceso de hidrolisis (Luo et al., 2019).

e Métodos eléctricos: Se crea un campo eléctrico pulsado que rompe las células vegetales, lo
que facilita la separacion de los polimeros lignoceluldsicos. Esto se puede realizar a
condiciones ambientales, pero el proceso aun necesita investigacion (Verardi et al., 2012).

e Métodos biologicos: Estos han tenido un gran interés ya que se pueden usar microorganismos
como ciertos hongos que pueden degradar la lignina, celulosa y hemicelulosa con bajos
requerimientos energéticos o bien se pueden utilizar sus enzimas. El inconveniente es que el
proceso de hidrolisis es mas lento y la extraccion de las enzimas puede ser costosa. La mayor
ventaja del uso de enzimas es que el proceso es muy especifico, se puede realizar en
condiciones moderadas, tiene un menor consumo energético y un menor impacto ambiental.
No genera problemas de corrosion, se obtienen altos rendimientos de glucosa y una baja
formacion de subproductos indeseables (Mussatto & Teixeira, 2010; Rodriguez et al., 2017).

Es importante tener en cuenta varios factores que pueden afectar la recalcitrancia de
materiales lignocelulésicos a la hidrdlisis enzimatica (disminuyen el efecto de las enzimas).
Estos factores pueden ser quimicos (composicion de la celulosa, hemicelulosa, lignina,
presencia de grupos acetilo y la interaccion entre los polimeros) o fisicos (cristalinidad,
tamafio de particula y area superficial accesible) por lo que es importante realizar los
pretratamientos previamente mencionados para disminuir la interaccion entre polimeros (en
especial con la lignina), disminuir la cristalinidad de la celulosa y aumentar el area superficial
en la que puedan actuar las enzimas hidroliticas (Verardi et al., 2012; Zoghlami & Paés, 2019).

D. Enzimas lignoceluloliticas

Las enzimas lignoceluloliticas también son conocidas como lignocelulasas y son
biocatalizadoras involucradas en la descomposicion de lignina y materiales celuldsicos al hidrolizar
sus componentes para obtener productos ttiles. Estas enzimas son proteinas extracelulares que son
excretadas por diferentes microorganismos para acelerar la conversion de la lignocelulosa en
compuestos que puedan ser metabolizables como aziicares simples (Chukwuma et al., 2020). Estas
enzimas tienen una gran especificidad al sustrato, no proporcionan reacciones secundarias
indeseables, presentan alta actividad catalitica incluso a bajas concentraciones, las reacciones son
regio y estereoselectivas y no necesitan condiciones experimentales agresivas. Por ello, se tiene un
gran interés en su uso para aprovechar la biomasa lignocelulésica en la obtencion de productos con
valor agregado como el bioetanol (Sénchez et al., 2014).

Estas enzimas pueden clasificarse como ligninoliticas (peroxidasas y oxidasas) y como
hidroliticas (celulasas, hemicelulasas, pectinasas, quitinasas, amilasas, proteasas, esterasas y
mananasas). Las primeras entran en la clasificacion de oxidorreductasas ya que llevan a cabo
reacciones de transferencia de electrones para cortar los monomeros de la lignina, mientras que las
ultimas se clasifican como hidrolasas ya que hidrolizan los mondmeros de los carbohidratos con el
uso de agua (Chukwuma et al., 2020; Nelson & Cox, 2009).
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La lignina por su estructura no puede ser degradada por enzimas hidroliticas y por su
heterogeneidad se dificulta la descomposicion por microorganismos dada su estereoquimica
irregular. La degradacion es realizada con enzimas oxidativas que causan la produccion de
compuestos que requieren varias reacciones oxidativas ya que son muy inestables. Estas enzimas
son las peroxidasas y las oxidasas (Chukwuma et al., 2020).

Las peroxidasas usan peroxido de hidrogeno como cosustrato y aceleran oxidaciones en las
que se forman radicales libres, cationes reactivos o aniones que causan la degradacion de la lignina
para liberar sus monomeros, el mecanismo se observa en la Figura 4. Las peroxidasas conocidas
son la lignina peroxidasa (LiP), la manganeso peroxidasa (MnP), la peroxidasa versatil (VP) y la
peroxidasa decolorante del tinte (DyP). Estas estan presentes en diferentes hongos que digieren
madera (Chukwuma et al., 2020)

El otro grupo de enzimas ligninoliticas son las oxidasas conocidas como lacasas, estas se
encuentran en hongos, plantas y bacterias. Estas usan oxigeno molecular como cofactor e implican
la transferencia de hidrogeno y atomos de oxigeno o electrones desde el sustrato a otra molécula,
catalizando la oxidacion de la lignina y reduciendo el oxigeno a agua. Las enzimas ligninoliticas
tienen aplicaciones en la biotecnologia verde, industria de alimentos y bebidas, textiles, manejo de
desechos, salud y cuidado personal, papel e industria de pulpa (Chukwuma et al., 2020; Sanchez
etal., 2014).

Figura 4. Reaccion enzimatica de las peroxidasas.
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Se observa que utilizan peroxido de hidrogeno para degradar la lignina en sus 3 alcoholes
monomericos.
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Figura 5. Reaccion enzimética de las lacasas.

Lignin

Laccase

5 Iy
| 1IC==0C

CH.OH
CH
CH

CH,OH CHOH
CH CH
CH CH

TOCH CH,0” S5~ "OCH
OH OH

Coniferyl alcohol Sinapyl alcohol p-Coumaryl alcohol

(Chukwuma et al., 2020)

Se observa que estas utilizan oxigeno molecular para obtener los alcoholes monoméricos de la
lignina.

OH

Unas de las enzimas mas importantes en la degradacion de la lignocelulosa son las celulasas.
Estas son un grupo de enzimas que actiian de forma sinérgica en la conversion de celulosa a glucosa
(da Silva et al., 2016). Este grupo de enzimas incluye las B-1-4-endoglucanasas que atacan regiones
de baja cristalinidad e hidrolizan aleatoriamente enlaces [-1-4-glucosidicos en las cadenas de
celulosa, formando celu-oligosacaridos de menor tamafio, lo que disminuye el grado de
polimerizacion y aumenta el area superficial disponible (Verardi ef al., 2012; Zuccaro et al., 2020).

Las otras enzimas involucradas son las celobiohidrolasas, también conocidas como [-1-4-
exoglucanasas, que liberan intermediarios solubles de la superficie de la celulosa llamados
celobiosa, que es una molécula formada por dos glucosas. Finalmente, las $-glucosidasas hidrolizan
la celobiosa en glucosa, asi como pueden cortar unidades de glucosa de los extremos de los celo-
oligosacaridos al hidrolizar los enlaces B-1-4-glucosidicos (Verardi et al., 2012; Zuccaro et al.,
2020). En la Figura 6 se puede observar como realizan los cortes estas enzimas.

La estructura modular de las celulasas tiene tres partes, un dominio de unién a carbohidratos
(CBD), un dominio catalitico o nticleo (CD) y una unién entre el CBD y el CD. El CBD es
importante porque permite la adsorcion de la celulasa en la celulosa cristalina, lo cual es necesario
para iniciar el proceso de hidrélisis (Baig, 2020) .

Todo esto es cierto para sistemas no complejos de celulasas como los de los hongos y bacterias
aerobicas. Por otro lado, los microorganismos anaerobicos producen sistemas de celulasas
complejos llamados celulosomas. Los celulosomas son protuberancias que se producen en la pared
celular y contienen a las enzimas que estan fuertemente unidas a la pared celular, pero son lo
suficientemente flexibles para unirse fuertemente a la celulosa. El celulosoma contiene dos tipos de
subunidades, las subunidades no cataliticas llamadas scaffoldings que contienen multiples copias
de cohesinas que interactian selectivamente con dominios de las otras subunidades y las
enzimaticas que realizan el proceso de hidrolisis. La ventaja de los celulosomas son que mejoran el
sinergismo de las celulasas y que se elimina la adsorcion inespecifica (Verardi ef al., 2012).
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Figura 6. Representacion esquematica de las celulasas sobre la celulosa.
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Se observa que las endoglucanasas cortan las largas cadenas de celulosa para obtener
oligosacaridos. Las exoglucanasas forman unidades de celobiosa que es hidrolizada por las
glucosidasas a glucosa. Todas hidrolizan enlaces -1-4-glucosidicos.

Las enzimas lignoceluloliticas que hidrolizan la hemicelulosa se conocen como hemicelulasas
y degradan la hemicelulosa en monosacaridos y acido acético. Como la hemicelulosa puede estar
formada por diferentes carbohidratos, se necesitan diferentes enzimas para degradar por completo
el heteropolisacarido. Las principales enzimas son las xilanasas que forman un grupo de enzimas
como las celulasas que deben actuar de forma sinérgica, estas son las endo-1-4-B-D-xilanasas que
cortan la cadena de xilano, las exoxilanasas que hidrolizan las uniones -1-4 del xilano de los
extremos no reductores y liberan xilooligosacaridos. Finalmente, las p-xilosidasas cortan la
xilobiosa y los xilooligosacaridos para liberar la xilosa (Chukwuma et al., 2020; Zuccaro et al.,
2020).

Otras enzimas son las endo-1-4-f-D-mananasas que rompen enlaces internos de los mananos
para producir mano-oligosacaridos. Estos son hidrolizados por las 1,4-B-D-manosidasas en manosa
(Zuccaro et al., 2020). Para una hidrolisis completa también son necesarias enzimas
desramificadoras que remueven sustituciones en el esqueleto del polimero como las deacetilasas
que eliminan el acetato que puede estar unido a la celulosa, las arabinosidasas o
arabinofuranosidasas que remueven las cadenas laterales de arabinosa y las galactosidasas que
remueven las cadenas laterales de galactosa. La hemicelulosa suele estar unida a la lignina por lo
que se necesitan enzimas que realicen la separacion como las feruloil esterasas que cortan las
uniones de arabinosa a los alcoholes de la lignina y las glucuronil esterasas que cortan los enlaces
éster formados entre la lignina y sustituciones de 4cido glucurdnico en el esqueleto de xilano
(Sanchez et al., 2014; Ostby et al., 2020).
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Otras enzimas hidroliticas son las amilasas que hidrolizan el almidon en maltosa y luego
glucosa, las pectinasas que degradan la pectina, las proteasas que degradan glucoproteinas que
pueden estar presente en la lignocelulosa y las quitinasas que hidrolizan la quitina presente en
caparazones de crustaceos, exoesqueletos de insectos y paredes celulares de hongos (Chukwuma
et al., 2020). Otras enzimas que estan involucradas en la descomposicion de la lignocelulosa son
las monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMOs) que ayudan a la conversion de la celulosa y
hemicelulosa en monosacaridos por procesos oxidativos (@stby et al., 2020).

Figura 7. Representacion esquematica de la despolimerizacion de los componentes de la
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Se observa en la parte izquierda la despolimerizacion de la celulosa por celulasas y LPMO, en la
parte superior derecha la despolimerizacion de la hemicelulosa con el uso de las diferentes
hemicelulasas y en la parte inferior derecha la modificacion y despolimerizacion de la lignina por
las oxidorreductasas.

Para poder utilizar estas enzimas en la hidrolisis de biomasa lignoceluldsica se deben
considerar algunos factores como que es importante realizar un pretratamiento para que las enzimas
actiien de manera eficiente sobre los polisacaridos, asi como se debe favorecer la adsorcion de las
enzimas para que realicen la hidrélisis. El mecanismo general de adsorcion de las enzimas comienza
con un movimiento browniano en el medio que lleva las enzimas al sustrato. Al acercarse
comienzan a actuar fuerzas de Van der Waals, las cuales acercan ain mas la enzima al sustrato y se
ve influenciada por las fuerzas de Van der Waals, fuerzas de largo alcance y de corto alcance, hasta
que la enzima esta tan cerca del sustrato que se realiza la union con interacciones quimicas en el
sitio de union al sustrato (Baig, 2020).
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Este mecanismo se puede ver afectado por la composicion de la lignocelulosa, en especial si
no se hacen tratamientos y por las fuerzas de corte generadas en la agitacion, por lo que se debe
tener cierta agitacion para poner en contacto las enzimas con los sustratos, pero no debe ser mucha
porque disminuye el tiempo de contacto y la actividad enzimatica, Se ha observado que a una
velocidad de 150 rpm por 72 h se obtiene una buena hidrdlisis. Otro factor que se debe considerar
es la temperatura y se ha observado que el aumento de temperatura favorece la adsorcion, pero no
se puede aumentar tanto porque después de 55° C las enzimas se comienzan a desnaturalizar y
pierden su actividad. Otros factores a considerar son el tiempo de contacto y la concentracion de la
enzima y sustratos, los cuales favorecen la adsorcion (Baig, 2020).

Finalmente, es importante mencionar que a pesar de los beneficios de estas enzimas
lignoceluloliticas, su aplicacion industrial no esta tan generalizada por las cantidades que se deben
usar y por los costos relacionados a producirlas, por lo que se deben aprovechar las enzimas al
maximo posible, reciclandolas. Se han evaluado diferentes métodos, uno de ellos es realizando la
inmovilizacion de las enzimas, el inconveniente es que muchas veces no se conoce la estructura de
las enzimas para desarrollar un soporte o bien, el soporte puede impedir la interaccion enzima-
sustrato. La inmovilizacion mas accesible es la inmovilizacion covalente (Verardi et al., 2012) y la
inmovilizacién usando nanoparticulas magnéticas es prometedora ya que la recuperacion es mas
sencilla al aplicar un campo magnético externo (Sanchez et al., 2014). Otra alternativa es reciclar
los soélidos insolubles sobrantes del proceso de hidrolisis ya que en ellos se quedan adheridas las
enzimas que pueden ser usadas en otros procesos. De hecho, se ha observado que la productividad
de las enzimas puede aumentar del 30 al 50 % al reciclarlas, lo que disminuye el uso de enzimas
que deben adquirir las empresas, los requerimientos de enzimas y los costos de operacion en la
produccion de combustibles renovables como el etanol (Weiss et al., 2013).

E. Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum es un hongo filamentoso que tiene la capacidad de alimentarse
mediante la secrecion de enzimas extracelulares que digieren polisacaridos o proteinas para poder
absorber los mondmeros como fuente de carbono para obtener energia. Este hongo es un organismo
multicelular que forma un entramado de filamentos llamados hifas, las cuales estan formadas por
paredes celulares tubulares que rodean la membrana plasmatica. Las paredes celulares de los hongos
estan formadas por quitina, que es un homopolisacarido formado por N-acetilglucosamina y otros
polisacaridos como mananos, galactosanos o incluso celulosa, asi como contienen proteinas,
lipidos, polifosfatos e iones inorganicos (Madigan et al., 2015).

Estos hongos son ascomicetos que se caracterizan por un crecimiento rapido y por tener una
distribucién mundial, no estan asociados con un estado sexual y se cree que son mitdticos y clonales,
por lo que solo se reproducen asexualmente mediante esporas asexuales llamadas conidios. Los
conididforos que son las estructuras donde se forman los conidios son ramificados y pueden
emerger directamente del micelio. Como método de resistencia pueden producir clamidosporas, las
cuales son resistentes a condiciones desfavorables como estaciones secas o calidas (Mesa ef al.,
2019). El color del micelio del hongo es blanco y eventualmente se torna a un color verde oscuro
luego de la esporulacion de conidios. Su ciclo de vida inicia cuando el hongo crece y se ramifica
como una hifa fungica tipica de 5-10 um de didmetro, luego se forman las esporas y cuando
alcanzan un tamafo de 3-5 pm de didmetro son liberadas en gran numero en el proceso de
esporulacion asexual. Luego las esporas al estar en condiciones favorables se pueden desarrollar en
un nuevo hongo como se observa en la Figura 8 (Romero et al., 2009).
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Figura 8. Diagrama de ciclo de vida de Trichoderma spp.
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Se observa el crecimiento de conididforos a partir del micelio, de los cuales se desarrollaran los
conidios que son dispersados por el viento o por animales para germinar en otra ubicacion.

Los hongos del género Trichoderma son cosmopolitas en suelo, madera y hortalizas en
descomposicion y en general son colonizadores de materiales celulosicos por lo que se pueden
encontrar en casi cualquier material vegetal en descomposicion, asi como en la rizosfera de las
plantas donde inducen resistencia sistémica contra patogenos (Schuster & Schmoll, 2010; Mesa
et al.,2019).

Algunas cepas del hongo prefieren localidades secas y templadas y otras templadas y frias,
prefieren un pH acido entre 4.5-5 y una temperatura entre 20 y 28° C, aunque crecen bien entre 6 y
32°C. Como cualquier hongo, necesita un alto contenido de humedad, cercano al 92 % para el
crecimiento vegetativo y del 93 al 95 % para la esporulacion, ademas se ha observado que la
produccién de esporas aumenta al estar expuestos a luz (Romero et al., 2009).

Este hongo por su capacidad de producir enzimas extracelulares puede crecer en diferentes
sustratos organicos. Se ha usado grano entero de arroz para su produccion, pero este tiene un costo
elevado, por lo que se han evaluado alternativas como olote de maiz, grano de alpiste, cascara de
cacahuate, grano de sorgo, céascara de arroz, rastrojo de maiz, rastrojo de soya, cascara de ajo,
cascara de ajonjoli, cascara de tomate, cascara de café, cascara de cacao, grano de maiz y vaina de
frijol y en todos tuvo un buen crecimiento y un porcentaje de viabilidad elevado, lo que muestra
que se pueden utilizar residuos lignoceluldsicos para cultivar al hongo y obtener productos de
interés (Michel et al., 2008). Otros sustratos que se han analizado para obtener productos de interés
del hongo como celulasas son bagazo de cafia de aztcar pretratado (da Silva et al., 2012) y aguas
residuales domésticas (Libardi et al., 2017). Incluso se han aislado hongos del género Trichoderma
en cucarachas, mejillones marinos y otros mariscos y en intestinos de termitas (Schuster & Schmoll,
2010).

Este hongo se ha utilizado ampliamente en el sector agricola ya que se puede asociar con la
rizosfera de las plantas, promoviendo su crecimiento y desarrollo por la produccioén de auxinas y
giberelinas (fitohormonas), por producir acidos organicos que disminuyen el pH y propician la
solubilizacion de fosfatos, magnesio, hierro y manganeso (necesarios para el metabolismo de las
plantas), por contribuir a la reincorporacion de materia orgénica al suelo y contribuyen al control
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de patdgenos, especialmente hongos mediante la competencia por nutrientes y espacio,
micoparasitismo, induccion de mecanismos de defensa vegetal y antibiosis. El control de hongos
fitopatogenos lo logran realizar por la produccion de enzimas extracelulares que degradan la pared
celular de los hongos y por la produccion de metabolitos secundarios (Hernandez et al., 2019;
Cardoza et al., 2005).

Algunos de los metabolitos secundarios producidos por este hongo con actividad antifingica
son pentaiboles (péptidos lineales como la trichorzianina TA y trichorzianina TB), policétidos
(harzianopiridona, harzianolida, dehidroharzianolida, 6-pentil-a-pirona, 6-pent-1-enil- o-pirona,
koninginina E, B, D y A, seco-koninginina y masoilactona) y terpenos (como harzianum A)
(Cardoza et al., 2005). Otros metabolitos secundarios que se han aislado son algunas azafilonas,
acido harzianico y otros metabolitos que inhiben las moléculas bioactivas de otros hongos o que
mejoran la competencia por nutrientes (Vinale et al., 2014) Se ha observado que tanto los
compuestos volatiles como los no volatiles de 7. harzianum pueden inhibir el crecimiento de
diferentes hongos patdgenos como Fusarium oxysporum, que es uno de los hongos que mas
problemas causa en diferentes cultivos (Raza et al., 2013).

Ademas de los metabolitos con actividad antifingica, el hongo puede producir otros
metabolitos con actividad antibacteriana, con actividad nematicida y otros con actividad insecticida,
los cuales también tienen importantes aplicaciones en la agrobiotecnologia (Mesa et al., 2019).

Trichoderma harzianum se ha utilizado por estas caracteristicas en el area agricola como
controlador de patdgenos, pero también tiene aplicaciones industriales, en especial por su habilidad
de crecer en diferentes sustratos. El hongo puede ser utilizado para producir proteinas heterologas
como fragmentos de anticuerpos inmunoldgicamente activos o enzimas que produzcan antibidticos
al modificarlo genéticamente (Schuster & Schmoll, 2010).

Otra de sus aplicaciones es su capacidad de producir lacasas que pueden decolorar colorantes
sintéticos sin generar intermediarios toxicos o quitinasas que pueden degradar la quitina de hongos,
crustaceos e insectos (Hernandez et al., 2019). Pueden producir enzimas usadas en la industria de
alimentos como B-glucanasas, pectinasas, celulasas y hemicelulasas, asi como mutanasas que
pueden usarse en la pasta dental para evitar la acumulacion de mutano, que es insoluble, en la placa
dental (Schuster & Schmoll, 2010).

Finalmente, ya que T harzianum puede crecer en diferentes sustratos, tiene la capacidad de
producir enzimas extracelulares que pueden ser utilizadas para degradar biomasa lignocelulosica y
obtener azucares fermentables para producir etanol u otros productos de interés. Incluso se piensa
que T harzianum contiene en su genoma mas genes que codifican para enzimas lignoceluldsicas
que T reesei, el cual se ha usado industrialmente para producir celulasas, pero con una baja
concentracion de B-glucosidasa, que es la que corta la celobiosa en 2 glucosas. De hecho, en la cepa
T6776 se encontraron 42 genes que codifican para celulasas y 24 para hemicelulasas que son mas
que los que tiene T reseei (Zhang et al., 2020).

Se ha observado que 7. harzianum puede producir un complejo celulolitico con mayor
actividad de endoglucanasas y B-glucosidasas, asi como una mayor actividad de xilanasas que
cocteles enzimaticos comerciales (Zhang et al., 2020). 7. harzianum puede producir hemicelulasas
que son necesarias para degradar la hemicelulosa y liberar la celulosa para que actiien las celulasas,
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por lo que estas enzimas tienen un efecto sinérgico y es importante que ambas estén presentes para
una degradacion eficiente de la lignocelulosa. Algunas enzimas que se han logrado purificar y
caracterizar son xilanasas y mananasas que degradan el xilano y manano, que son de los principales
componentes de la hemicelulosa (Franco et al., 2004). Otras hemicelulasas obtenidas del hongo
son xilosidasas, arabinofurosidasas, manosidasas, galactosidasas, carboxilesterasas y
monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMOs) (Zhang et al., 2020) las cuales ayudan a la
conversion de la celulosa y hemicelulosa en monosacaridos por procesos oxidativos (Jstby et al.,
2020).

F. Produccion de enzimas hidroliticas a partir de Trichoderma

harzianum

Para producir enzimas a partir de este hongo se han evaluado diferentes metodologias,
variando el tipo de fermentacion, los sustratos en los que crece el hongo o la induccion realizada
para que el hongo produzca las enzimas. Los dos tipos de fermentacion usados para producir
enzimas u otros productos a partir de hongos filamentosos son la fermentacion liquida o sumergida
y la fermentacion en estado solido, cada una tiene sus ventajas y desventajas (de Carvalho, 2016).

La fermentacion en estado solido se ha usado por afios para producir pan, queso y otros
productos y recientemente ha generado interés ya que permite reciclar los nutrientes de residuos
lignoceluldsicos y emula las condiciones en las que crecerian los hongos en la naturaleza (Sajith
et al., 2016). La fermentacion en estado sélido es un cultivo en el que los microorganismos crecen
en la superficie y en el interior de una matriz solida, en la ausencia de agua libre y la humedad se
limita a la que pueda retener la matriz solida (de Carvalho, 2016).

Este tipo de fermentacion se ha utilizado para producir enzimas a escala industrial por la
posibilidad de usar residuos lignocelulosicos, por la baja inversion necesaria y los costos de
operacion. Por ejemplo, se han producido celulasas a partir de residuos de arroz, trigo, maiz, bagazo
de cafia y aserrin (Sajith et al., 2016) asi como xilanasas y otras hemicelulasas (de Carvalho, 2016).
Incluso se ha evaluado el uso de una fermentacion en estado solido por 7. reseei para producir
celulasas y usar estas enzimas para producir etanol a partir de residuos de sorgo, lo cual se logrd
realizar con un 80 % de eficiencia (Idris et al., 2017).

Para utilizar este tipo de fermentacion es importante considerar algunos factores que
influencian la morfologia del hongo y su productividad. Estos son la seleccion de la cepa (silvestre
o modificada), el sustrato solido (residuos o material sintético inerte), la aireacion (se debe
controlar), actividad de agua (depende de la capacidad de retencion del sustrato), parametros fisicos
(temperatura, pH y otras condiciones ambientales) y la composicion del medio (concentracion, tipo,
adicion de nutrientes) (de Carvalho, 2016).

Este tipo de fermentacion tiene ventajas como bajo capital y costos de operacion, facilidad de
manejo de grandes volimenes de residuos, reutilizacion de los residuos producto de la
fermentacion, menor consumo de energia y efluentes de aguas residuales, menor niimero de
operaciones de separacion y purificacion de metabolitos y menor susceptibilidad por sustrato. Sin
embargo, tiene varias desventajas en cuanto a reproducibilidad ya que el tiempo de fermentacion es
largo, no se maneja un sistema de aireacion eficiente, el sistema es heterogéneo y la concentracion
de los nutrientes cambia en el sustrato y a lo largo del tiempo, es dificil de escalar a nivel industrial,
hay poco control en la temperatura, hay cambios criticos en la actividad del agua, es dificil el
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mezclado, esterilizacion y control de contaminantes, se deben agregar macro y micronutrientes y
se requiere mucho espacio (Hernandez et al., 2019).

Para superar estos inconvenientes se han propuesto diferentes biorreactores en los que pueden
crecer los hongos, algunos de ellos son los biorreactores de bandejas que son los mas sencillos y
los que se pueden escalar mas rapido con suficiente espacio, estan los tambores giratorios que
permiten el mezclado con un control de la velocidad de giro, estan los de lecho empacado que tienen
una alta relacion sustrato/volumen y que necesitan una aireacion forzada, se pueden enchaquetar
para controlar la temperatura y la recuperacion del producto se puede complicar. Otro tipo son los
biorreactores de lecho movil aireado lateralmente, los cuales pueden llevar a cabo fermentaciones
solidas por lotes y continuas (de Carvalho, 2016).

El otro tipo de fermentacion es la fermentacion sumergida, la cual es la mas utilizada para
producir enzimas a gran escala y se lleva a cabo en la presencia de un medio liquido que fluye
libremente, en el cual estan dispersos los sustratos. Algunos factores que se deben considerar en
este tipo de fermentacion son el pH, temperatura, concentracion del sustrato, composicion del
medio y presencia de inductores para influenciar la produccion de enzimas como celulasas (Sajith
et al., 2016).

Entre las ventajas de este tipo de fermentacion estan que es un sistema homogéneo, por lo que
la concentracion de nutrientes se suele mantener constante en todo el medio, tiene un mezclado maés
sencillo, hay un mejor monitoreo y control de temperatura, pH, oxigeno disuelto o aireacion, hay
una mejor esterilizacion y control de contaminantes, se necesita una menor cantidad de indculo, se
facilita la separacion de la biomasa luego de la fermentacion y es mas factible el escalamiento. Las
desventajas de este sistema son que se generan grandes cantidades de efluentes y que puede ser mas
costoso por la adquisicion del equipo y la implementacion de sistemas de monitoreo y control
(Hernandez et al., 2019).

El reactor mas utilizado para fermentaciones sumergidas es el de tanque agitado, el cual
proporciona suficiente mezclado y transferencia de masa y calor, asi como tiene un buen control de
temperatura, pH y puede tener una gran concentracion de biomasa (de Carvalho, 2016). Algo que
hay que tener en cuenta con el uso de estos sistemas es que pueden generar grandes esfuerzos
cortantes, alterando la morfologia de los hongos al romper el micelio en pellets y dafiando las hifas,
lo que disminuye el rendimiento (Hernandez et al., 2019). A lo largo de la fermentacion aumenta la
viscosidad del medio, lo que disminuye la transferencia de oxigeno, causa gradientes de
concentracion y reduce la productividad, por lo que es necesario aumentar la agitacion, pero esto
aumenta el esfuerzo cortante por lo que es importante estudiar las condiciones de fermentacion en
cada reactor (de Carvalho, 2016).

Una alternativa que puede resolver el problema del estrés por corte es el uso de biorreactores
airlift, los cuales tienen un sistema de agitacion neumatica que pone en contacto el liquido del medio
y el gas que suele estar filtrado, por medio de un bucle interno que permite la transferencia de masa
y el mezclado (Hernandez ef al., 2019), estos requieren un menor consumo de energia para la misma
transferencia de masa de oxigeno que uno de tanque agitado (de Carvalho, 2016). Un sistema
similar es el uso de reactores de columna de burbuja, los cuales burbujean aire filtrado, estas
burbujas permiten la difusion de oxigeno al medio, asi como el mezclado y se han utilizado para
producir celulasas con 7. harzianum (Libardi ef al., 2017).
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Otros biorreactores utilizados son los de bolsa desechable, los cuales son utilizados para
prevenir la agregacion celular y sobre todo cuando el hongo es muy sensible al estrés de corte.
También se ha evaluado el uso de reactores de membrana, los cuales aprovechan la habilidad de los
hongos de adherirse a superficies (de Carvalho, 2016).

Otro tipo de estrategia para obtener productos de hongos es el uso de reactores de biofilm o
biopelicula, en los cuales se permite la formacion de biofilm en un soporte inerte agregado a
diferentes tipos de biorreactores. Esto permite combinar las ventajas de la fermentacion sumergida
en términos del control del proceso y las ventajas de la fermentacion en estado so6lido en términos
de la biologia y desarrollo del hongo, aumentando la densidad y estabilidad celular y con ello la
productividad del reactor (Musoni et al., 2015; Qureshi et al., 2005).

G. Extraccion y purificacion de enzimas

Las enzimas hidroliticas producidas a partir de 7. harzianum deben ser extraidas para poder
utilizarlas en la hidrolisis de biomasa lignocelulosica y obtener azicares para producir etanol u otros
compuestos. En general, el proceso realizado para obtener las enzimas es primero obtener un
extracto enzimatico crudo. Para ello, el producto del cultivo del hongo se centrifuga para separar
los restos del sustrato y la biomasa del hongo de la fase acuosa donde estan las enzimas. Incluso se
pueden extraer las enzimas intracelulares al someter la biomasa obtenida a un proceso de
sonicacion, pero como las enzimas hidroliticas suelen ser extracelulares no se aumenta en mucho
el rendimiento (Lee et al., 2017).

Las condiciones de centrifugacion pueden cambiar entre experimentos, por ejemplo
Nanjundaswamy & Okeke (2020) obtuvieron el extracto al centrifugar las muestras a 5000 rpm por
10 min y recolectaron el sobrenadante, mientras que Libardi et al., (2017) también centrifugaron
por 10 min pero a 3000 rpm, solo que si indicaron la fuerza centrifuga relativa (2146 g). En otros
estudios la obtencion del extracto la hicieron centrifugando a 10,000 rpm por 20 min a 4° C cuando
el sustrato fue bagazo de cana (da Silva et al., 2016).

Este extracto puede ser utilizado directamente para hidrolizar biomasa lignoceluldsica y
obtener azucares fermentables, almacenandolo a 4° C hasta su uso para evitar su degradacion. Por
lo que puede utilizarse para determinar la actividad de las enzimas obtenidas. Para ello hay
diferentes ensayos como el ensayo de papel filtro (FPA) en el cual se usa papel filtro Whatman 1
que estd compuesto casi en su totalidad por celulosa, este se somete a un proceso de hidrdlisis por
el extracto obtenido y la glucosa producida puede ser cuantificada por el método DNS (4cido
dinitrosalicilico), lo que permite cuantificar la actividad de las celulasas obtenidas (Libardi et al.,
2017; Ghose, 1987).

La medicion de la actividad de xilanasas se puede hacer de una forma similar pero usando
xilano en vez de papel filtro y la medicion de mananasas se puede hacer con galactomanano (Franco
et al., 2004). La medicion especifica de endoglucanasas se puede hacer sustituyendo el papel filtro
por carboximetilcelulosa y la medicién de celobiohidrolasas, B-glucosidasa, B-xilosidasa y a-
arabinofuranosidasa se puede realizar usando p-nitrofenil-p-d-cellobioside (pNPC), p-nitrofenil-f-
glucopiranoside  (pNPG), p-nitrofenil-B-d-xilopiranoside  (pNPX), y p-nitrofenill-o-I-
arabinofuranoside (pNPAF) respectivamente como sustratos y la medicion se hace con la
absorbancia del p-nitrofenol liberado (Zhang et al., 2020). La cuantificacion de la actividad de
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monooxigenasas liticas de polisacaridos se puede realizar al medir el perdxido de hidrogeno
generado por la enzima usando el ensayo Amplex® Red (da Silva et al., 2021).

Una mayor purificacion de la enzima se puede realizar al tomar el sobrenadante de la
centrifugacion y precipitar las proteinas al agregar sulfato de amonio hasta una saturacion del 80
%. La solucion se mantiene por 12 h a 4° Cy se centrifuga. Luego el precipitado se resuspende en
buffer de citrato y se somete a dialisis por 24 h a 4° C (Coradi et al., 2013; Sulyman et al., 2020).

Para tener una mejor purificacion y caracterizacion de las enzimas obtenidas es necesario
tomar la enzima dializada y purificarla en una columna empacada con DEAE celulosa en una
cromatografia de intercambio i6nico y luego realizar una ultima purificaciéon en una columna
empacada con gel Sephadex G-100 o G-200 realizando una cromatografia por exclusiéon molecular
(Hamdan & Jasim, 2018; Sulyman et al., 2020).

Esto aplica para purificar celulasas pero si se busca purificar hemicelulasas como las xilanasas
se debe concentrar el extracto crudo por ultrafiltracion y luego usar cromatografia de exclusion
molecular usando una columna empacada con Sephadex G-50 y finalmente con una columna
empacada con fenil sefarosa (Franco et al., 2004).

Finalmente, para caracterizar las enzimas obtenidas se debe determinar su peso molecular, lo
cual se puede realizar usando una columna de exclusion molecular y estandares con diferentes pesos
moleculares (Hamdan & Jasim, 2018) o bien usando electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), la cual separa las proteinas por peso molecular y con la
ayuda de una escalera de marcadores se puede determinar el peso de las proteinas al compararla
con los estandares. Finalmente se pueden determinar las condiciones de temperatura, pH y
especificidad de sustrato a las que mejor opera la enzima, asi como sus constantes cinéticas
(Sulyman et al., 2020; Hamdan & Jasim, 2018).

H. Produccién de etanol y sus aplicaciones

El etanol o alcohol etilico es un compuesto orgénico con formula molecular CH;CH,OH con
masa molar de 46.07 g/mol, tiene un punto de ebullicion de 78° C a 1 atm y por su grupo hidroxilo
es una molécula polar. Este compuesto es utilizado en la sintesis quimica ya que por la reactividad
de su grupo hidroxilo es usado para obtener productos e intermediarios de interés industrial
mediante reacciones de deshidratacion, deshidrogenaciéon, condensacion, eterificacion,
transesterificacion, oxidacion, entre otras (Coral & Magalhaes, 2020).

Ademas de su uso como reactivo, este compuesto quimico tiene muchas aplicaciones, se usa
en la industria farmacéutica como principio activo, diluyente o coadyuvante en la fabricacion, se
usa para limpieza y desinfeccion de materiales y equipos, se utiliza para la fabricacion de productos
de limpieza y desinfectantes, se usa en la fabricacion de cosméticos y fragancias, como solvente en
fabricacion de tintas, pegamentos, anticongelante para parabrisas, en bebidas alcohdlicas y como
biocombustible tanto para generar energia eléctrica como para ser usado en vehiculos (Gonzalez,
2017).

Su uso como biocombustible ha llamado mucho la atencion en los Gltimos afios, de hecho, es
el biocombustible mas critico en la economia actual, contribuyendo al 65 % de la produccion anual
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de biocombustibles y se piensa que a partir del 2022 se usaran 36 mil millones de galones del
biocombustible anualmente, asi como sera uno de los biocombustibles renovables dominantes en
el futuro (Coral & Magalhaes, 2020; Vimmerstedt ef al., 2012).

Su uso como biocombustible tiene muchas ventajas: mejora el octanaje de los combustibles
actuales asi como el desempefio de los vehiculos, tiene beneficios ambientales ya que reduce las
emisiones de gases de efecto invernadero hasta en mas de 100 % dependiendo de la materia prima
usada y el método de produccion, tiene beneficios a la salud al reducir los niveles de compuestos
aromaticos en la gasolina, asi como las emisiones de material particulado, se puede producir a partir
de una diversidad de materias primas por lo que disminuye la dependencia de recursos
petroquimicos y puede competir con el precio de la gasolina por lo que ayudaria a disminuir el
precio de los combustibles (Illinois Corn Marketing Board, 2018).

El etanol puede producirse en una sintesis quimica mediante la hidratacion del eteno con vapor,
el proceso quimico es exotérmico y reversible y se representa mediante la siguiente reaccion
quimica:

CHZ = CHZ @ + HzO(g) A CH3€H20(g) AH = —45]/mol
(Coral & Magalhaes, 2020)

Pero actualmente la mayor parte de la produccion se realiza por la via fermentativa utilizando
microorganismos como la levadura Saccharomyces cerevisiae, que consumen azucares y los
convierten en etanol y dioxido de carbono en condiciones anaerdbicas, asi como producen
metabolitos secundarios, biomasa y energia por ser un proceso exotérmico (Coral & Magalhaes,
2020). La reaccion de fermentacion con la que se produce etanol se puede observar en la Figura 9.

Figura 9. Ruta metabdlica de la fermentacién alcohélica
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(Nelson & Cox, 2009)

El piruvato se origina de carbohidratos como la glucosa, fructosa, galactosa, entre otros mediante
la glucdlisis. Luego es oxidado con la enzima piruvato descarboxilasa que necesita magnesio y
TPP para producir acetaldehido, el cual se reduce con la enzima alcohol deshidrogenasa para
producir el etanol con ayuda del NADH.

Luego de producir el etanol en un fermentador es necesario separarlo del resto de componentes
de la fermentacion como la biomasa de las levaduras, el medio con los nutrientes utilizado, agua y
otros metabolitos. Para ello se utiliza la destilacion que separa el etanol al calentar la mezcla y como
este es mas volatil que la mayoria de los compuestos se evapora de primero, lo que permite su
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separacion y posteriormente se condensa para recuperarlo de forma liquida. El alcohol obtenido en
la destilacion no es 100 % puro ya que contiene restos de agua que acarrea en la destilacion, por lo
que es necesario deshidratarlo con un desecante, especialmente si se usara como biocombustible
(Chen et al., 2018)

Actualmente, la mayor produccion de etanol se realiza en Estados Unidos a partir de maiz y
en Brasil a partir de cafna de azicar y la produccion de ambos representa un poco mas del 80 % del
alcohol producido y comercializado en el mundo. A estos paises les sigue la Union Europea, China
y Canada (Coral & Magalhaes, 2020). Sin embargo, estos dos cultivos, asi como la remolacha se
destinan directamente a la produccion de etanol, lo que requiere el uso de tierra, agua y nutrientes
que podrian ser utilizados para producir alimentos. Por lo que una alternativa es el uso de residuos
lignocelulodsicos de otros cultivos como materia prima para la obtencion de etanol. Esto disminuye
los problemas de seguridad alimentaria, asi como disminuye problemas ambientales ya que se les
da un uso a los desechos que en otro caso causarian contaminacion, promoviendo la economia
circular al aprovechar recursos que necesitaron una inversion para formarse y con ello
disminuyendo costos. De hecho, se estima que la biomasa lignoceluldsica proporcionara cerca del
30 % de la materia prima usada en la industria quimica para el 2025 (Okolie et al., 2021). En la
Figura 10 se observa un diagrama de la produccién de etanol usando maiz y el rastrojo de maiz, un
residuo lignocelulosico.

Figura 10. Proceso de produccion de etanol a partir de maiz y rastrojo de maiz.
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(Chen et al., 2018)

En la parte superior se observa la produccion convencional con maiz (amarillo). En la parte

inferior se observa la produccion con el rastrojo de maiz (café). Se observa que en ambos se

obtienen los azlicares que seran usados por las levaduras (verde) para producir el etanol en la
fermentacion, que posteriormente serd separado mediante destilacion.

I. Produccion de etanol a partir de residuos lignocelulésicos

La produccion de bioetanol a partir de estos residuos inicia con un pretratamiento mecanico,
quimico o enzimatico para remover la lignina de la biomasa lignoceluldsica. Luego se utiliza un
tratamiento quimico o enzimatico para hidrolizar la celulosa y hemicelulosa y producir pentosas y
hexosas fermentables, finalmente los residuos hidrolizados se usan para producir bioetanol en una
fermentacion microbiana (Sajith et al., 2016; Mussatto & Teixeira, 2010).
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La hidrolisis enzimatica y la fermentacion se pueden llevar a cabo en dos reactores separados
en un proceso denominado SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation). Esto tiene la ventaja de
que cada operacion puede optimizarse de forma separada en cuanto a temperatura, pH y agitacion.
La mayoria de las celulasas y hemicelulasas tienen una maxima actividad a 50° C (Lee et al., 2015),
mientras que las levaduras usadas para producir etanol suelen crecer a menos de 35° C por lo que
al llevar a cabo los procesos por separado aumenta la productividad de cada uno. Otra ventaja es
que la fermentacion se lleva a cabo en un medio liquido y no en una suspensioén que contiene
materiales solidos, lo que facilita la transferencia de masa y el reciclaje de las levaduras al separarlas
por filtracion o centrifugacion. El inconveniente de este sistema es que las celulasas se inhiben por
su producto, por lo que su actividad disminuye al aumentar la concentracion de celobiosa y glucosa,
asi como las xilanasas se inhiben a altas concentraciones de xilosa (Zuccaro et al., 2020). Las
enzimas también se pueden inhibir por azucares y residuos de lignina que pueden quedar luego del
pretratamiento de la biomasa. Ademas, este sistema tiene la desventaja de que se pueden perder
azucares en la separacion de solidos y liquidos luego de la hidrélisis (Galbe & Zacchi, 2014).

El otro sistema es llevar a cabo la hidrélisis y fermentacion en el mismo reactor, en un proceso
denominado SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation). Este tiene la ventaja de que
los azucares producidos por la hidrélisis enzimatica son consumidos por las levaduras tan pronto
como se liberan, lo que mantiene una baja concentracion en el medio y con ello se evita la inhibicion
de las enzimas y la contaminacion del medio (Zuccaro et al., 2020). Otra ventaja es que algunas
levaduras pueden desintoxicar el medio que contiene los inhibidores provenientes del
pretratamiento de la lignocelulosa, aumentando la actividad de las enzimas y con ello una
productividad mayor de etanol, incluso que cuando se lleva a cabo la hidrolisis a altas temperaturas
ya que aunque tienen una mayor actividad las enzimas, se desactivan mas rapido, por lo que no se
pueden usar tanto tiempo, mientras que a menores temperaturas tienen mas resistencia y se pueden
usar por mas tiempo en un sistema SSF. El inconveniente de este sistema es que se dificulta la
recuperacion de las levaduras ya que se mezclan con los residuos solidos (Galbe & Zacchi, 2014).

Este sistema es muy prometedor para producir etanol a partir de residuos lignocelulésicos,
pero para utilizarlo es importante determinar los parametros en los que se tendra una fermentacion
e hidrdlisis adecuadas. Se ha observado que el contenido de solidos insolubles debe ser menor al
10 % o disminuye el rendimiento de etanol, por lo que no todo el sustrato se debe agregar desde el
inicio, sino que progresivamente. Esto también disminuye los costos de mezclado al tener una
viscosidad menor y la presencia de inhibidores en el medio (Olofsson et al., 2008).

Otro factor que se debe tener en cuenta es que la levadura mas usada para producir etanol, S.
cerevisiae, solo fermenta hexosas como glucosa, manosa y galactosa, pero no fermenta xilosa, la
cual forma gran parte de la hemicelulosa, por lo que para aumentar la produccioén de etanol se
pueden agregar al medio levaduras que metabolicen pentosas como Pichia stipitis o bien se puede
modificar a S. cerevisiae para que tenga genes que codifiquen para xilosa reductasa (XR), xilitol
deshidrogenasa (XGH) y xiluloquinasa (XK), los cuales permiten la fermentacion de este
carbohidrato (Olofsson et al., 2008). En la Figura 11 se observan las rutas mediante las cuales se
puede producir etanol a partir de glucosa y xilosa.
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Figura 11. Rutas metabodlicas en las que se produce etanol a partir de glucosa y xilosa.
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Se observan los transportadores de estos azicares (hay mas afinidad por la glucosa). En la célula
la glucosa se oxida a piruvato y luego este a etanol, mientras que la xilosa debe convertirse en
xilulosa-5-P para entrar en la ruta de pentosas fosfato (PPP) y posteriormente poder ser oxidada a
etanol.

Finalmente, se debe controlar la temperatura que debe estar alrededor de 34° C para favorecer
el crecimiento de la levadura y la actividad enzimaética, asi como el pH. Este tltimo tiene un valor
optimo de 5 ya que a ese pH las enzimas hidroliticas tienen su mayor actividad, asi como pueden
crecer las levaduras (pH 6ptimo entre 4 y 6) y tener una produccion dptima de etanol (5 a 5.5)
(Narendranath & Power, 2005). Ademas a ese pH no crecen muchas bacterias que pueden
contaminar el medio y no se afecta la fermentacion de galactosa, xilosa o arabinosa por el 4cido
galacturonico que puede estar en la hemicelulosa, como ocurre a un pH menor (Huisjes ef al., 2012).

J.  Cromatografia liquida de alta resolucion

Existen diferentes métodos analiticos para cuantificar los azicares liberados en la hidrélisis
enzimatica o el etanol producido en la fermentacion. Uno de ellos es la cromatografia, que es una
técnica de separacion analitica que permite separar, identificar y determinar compuestos quimicos
en mezclas complejas. Esta se basa en las diferencias de velocidades con las que los analitos son
acarreados por una fase movil a través de una estacionaria, esto depende de la afinidad e interaccion
que tengan con ambas fases (Skoog et al., 2015).

La cromatografia liquida de alta resolucion es un tipo de cromatografia en la cual la fase mévil
es un solvente liquido que fluye a través de una columna que posee una fase estacionaria que puede
ser solida o liquida. La diferencia de afinidad de los analitos a ambas fases determina la velocidad
con la que se separan ya que esta técnica se basa en las solubilidades del analito y demas compuestos
con ambas fases, por ejemplo, si el analito es apolar y la fase movil es apolar y la estacionaria polar,
este se movera mas rapido que otros compuestos mas polares (Gary, 2009).
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Los equipos de HPLC consisten en reservorios de fase movil, que son reservorios de vidrio
que contienen 500 mL del disolvente, el cual depende de la solubilidad y la masa molecular del
analito. También cuentan con sistemas de tratamiento de disolventes en el cual se hace un burbujeo
con un gas inerte para eliminar los gases disueltos en el disolvente. El equipo también cuenta con
un sistema de bombeo, que suelen ser bombas de tipo jeringa impulsada por tornillos y las bombas
de tipo embolo, estas deben generar presiones de + 6000 PSI, tener salida libre de pulsos,
velocidades de flujo de 0.1 a 10 mL/min, reproducibilidades de flujo relativas al 0.65 % y resistencia
a la corrosion por varios solventes (Skoog et al., 2015).

Luego, la muestra es bombeada al sistema de inyeccion de muestras y pasa a las columnas
para HPLC que suelen construirse de acero inoxidable, vidrio o polimeros como PEEK. Puede
haber columnas analiticas y precolumnas, las columnas suelen tener un control de temperatura y de
empacamiento. El proceso de separacion es detectado y cuantificado con detectores para HPLC, los
cuales pueden detectar absorbancia, fluorescencia, electroquimica, IR, conductividad,
espectrometria de masas, dispersion de luz, etc. Uno de los detectores utilizados es el de indice de
refraccion, el cual mide la variacion del indice de refraccidon en una muestra por la presencia de un
soluto. Constan de una cubeta con dos compartimentos separados por una placa de vidrio, por uno
de los cuales solamente pasa la fase mdvil, como referencia, y por el otro pasa el eluato que
abandona la columna y que contiene la muestra. Sobre la cubeta se irradia un haz de luz que se
desvia cuando la muestra aparece en el liquido eluido de la columna. La ventaja de estos es que son
detectores universales y que no dependen del caudal, sin embargo, sus medidas se ven afectadas
por el cambio de temperatura (Skoog et al., 2015).

Existen muchas aplicaciones para el uso de HPLC y dependen del tipo de fase estacionaria
utilizada, por ejemplo, en la de particion o liquido — liquido, hay muchas aplicaciones en
farmacéuticos, bioquimicos, productos alimenticios, quimicos industriales, contaminantes, ciencias
forenses y quimica clinica. Con este tipo se pueden determinar diferentes azicares y etanol al
utilizar una columna y una fase movil que permita su separacion como la Hi-Plex H. Lo mismo se
puede determinar con la de adsorcion, ionica, de afinidad, de exclusion molecular, que, ademas,
permite determinar rapidamente las masas moleculares o distribucion de masas moleculares en un
numero de polimeros o productos naturales. Otra aplicacion es la separacion de enantidmeros
(Skoog et al., 2015). El funcionamiento del cromatografo se observa en la siguiente figura.

Figura 12. Diagrama de funcionamiento de un cromatdgrafo liquido de alta resolucién
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(Skoog et al., 2015)
Se observan las diferentes partes que componen al cromatdgrafo para lograr una separacion
adecuada de los compuestos para su posterior cuantificacion en el detector.
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K. Otros métodos analiticos

En la experimentacion el método utilizado para determinar la actividad enzimatica es el ensayo
de papel filtro, el cual fue desarrollado por la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC) para estandarizar la medicion de la actividad de las celulasas ya que existen muchos
métodos empiricos desarrollados a lo largo de los afios por la insolubilidad y variabilidad en la
estructura del sustrato. Estos métodos empiricos dificultan la comparacion con otros resultados, por
lo que se decidié utilizar el ensayo de papel filtro (FPA) el cual es el método mas estandarizado,
especialmente utilizando hongos miceliales del género Trichoderma (Ghose, 1987).

El método consiste en agregar el extracto enzimatico obtenido o una solucion de enzimas
purificadas a un buffer de citrato de sodio para mantener el pH 6ptimo de la enzima. La solucién
obtenida es incubada a 50° C con una tira de papel filtro por 1 hora, de forma que en ese tiempo las
celulasas presentes en el medio hidrolicen la celulosa del papel filtro para liberar azlcares
reductores como la glucosa por el mecanismo de hidrélisis presentado previamente. Luego del
tiempo de hidrolisis, los azucares liberados son cuantificados con el método DNS, en el cual el
acido 3,5-dinitrosalicilico es reducido por los azucares liberados para formar acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, el cual tiene una fuerte absorbancia a 540 nm la cual se puede registrar en un
espectrofotdmetro, la reaccion se observa en la Figura 13. Con curvas de calibracion es posible
determinar la cantidad de azlcares liberados y con ello cuantificar la actividad enzimatica de las
enzimas presentes en el extracto analizado de acuerdo con el método de la IUPAC (Ghose, 1987).

Figura 13. Reaccidn colorimétrica de la oxidacién de la glucosa por el reactivo DNS
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(Xia et al., 2015)

Se observa que la glucosa actfia como un aztcar reductor y es oxidada por el DNS para producir
acido glucdnico y 4cido 3-amino-5-nitrosalicilico.

Finalmente, el método utilizado para cuantificar las levaduras en la fermentacion y
sacarificacion simultanea fue el conteo en camara de Neubauer. Con este método, se mezcla el
medio con levaduras con azul de metileno y se colocan en la camara, la cual tiene un volumen
definido. Luego la camara se coloca bajo el microscopio y se cuentan las células que quedan sobre
los cuadros de la camara, los cuales estan definidos por una cuadricula. Las células que no se tifien
son c¢lulas viables ya que estas impiden el ingreso del colorante a su citoplasma, mientras que las
células no viables son tefiidas de azul ya que el colorante puede ingresar a las células. Se cuentan
todas las células viables de los 4 cuadros grandes y se obtiene el promedio. Este resultado es
multiplicado por el factor de dilucion usado para la mezcla con el colorante y por el factor indicado
por el fabricante por el volumen de la cdmara para obtener la concentracion celular (Bastidas, s. f.).
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V1. Metodologia

A. Pretratamiento de la vaina de frijol
1. Materiales y equipos

e Costales con vaina de frijol

e Balanza de humedad Ohaus MB45

e Regla

e Espétula

e Bolsas plasticas

¢ Recipiente para pesar

¢ Molino de martillos con motor Baldor

¢ Equipo para analisis granulométrico W.S. Tyler
e Mallas para analisis granulométrico con especificacion A.S.T.M.E.-11
e Balanza semianalitica Ohaus Precision

e Brocha

¢ Balanza de piso Ohaus

¢ Refrigerador/cuarto frio

2. Procedimiento

a.

Se obtuvieron 2 costales de la vaina de frijol de una cosecha del municipio de San
Andrés Itzapa, Chimaltenango, colocandolos dentro de bolsas plasticas para evitar la
humidificacion y contaminacién.

La vaina fue trasladada a la universidad y almacenada en el cuarto frio para conservarla.
Se determind el tamafio inicial de la vaina al medir con una regla una muestra de vainas,
se midi6 el ancho y largo de la vaina, la cual se observaba seca y curvada.

Se midio el contenido de humedad de la vaina al medir tres muestras diferentes en una
balanza de humedad.

A la vaina proporcionada se le redujo el tamafio para aumentar el area superficial en la
gue pueden actuar las enzimas, a la vez que se reduce la cristalinidad de la celulosa. Para
ello, se peso6 la cantidad inicial de vaina con la que se contaba en una balanza de piso y
se introdujo en un molino de martillos, en donde fue molida a un tamafio menor. No se
usaron las ramas ni tallos gruesos gque estaban en los sacos proporcionados.

La vaina molida fue recolectada en bolsas plasticas y se pesé en la balanza de piso para
conocer la cantidad de harina recuperada.

Para determinar el tamafio de particula de la vaina que se usé para la produccién de
enzimas y de etanol, se realiz6 un andlisis granulométrico a la harina obtenida al tomar
una muestra de 100 g de la harina y colocarla en un equipo de analisis granulométrico
con mallas No. 20, 30, 45, 60, 80 y 100 (especificacion A.S.T.M.E.-11).

La muestra se coloco sobre el tamiz de mayor tamafio que estaba sobre el resto de los
tamices, se cerrd el equipo y se puso a funcionar por 15 minutos para lograr la
separacion.
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i. Al terminar, se peso la harina de cada tamiz para determinar la granulometria de la
harina obtenida, asegurandose de recuperar toda la masa de los tamices en un recipiente
con ayuda de una brocha.

j. La harina obtenida se guardé en bolsas plasticas para evitar contaminacion y
humidificacion. Se mantuvo en refrigeracion hasta su uso.

B. Propagacion inicial del hongo
1. Recuperacion de la cepa
a. Materiales y equipo

2

Cepa del hongo Trichoderma harzianum CBS 130681
Erlenmeyer de 125 mL

Caldo nutritivo

Agua destilada

Estufa con agitador magnético Thermo Scientific
Balanza analitica Ohaus

Autoclave Tuttnauer

Cinta testigo

Espétula analitica

Campana de flujo laminar Labconco

Asa microbioldgica

Mechero y encendedor

Etanol al 70 %y cloro al 0.1 %

Incubadora Labline

Tubos de ensayo con rosca

Micropipeta

Puntas para micropipeta estériles

b. Procedimiento

1)

2)

3)

4)

5)

Para recuperar la cepa de la universidad se inoculé en caldo nutritivo. Para
ello fue necesario preparar caldo nutritivo al disolver en un Erlenmeyer de
125 mL la cantidad necesaria para tener una concentracion de 8 g/L con un
agitador magnético.

Con una micropipeta se colocaron 10 mL del medio de cultivo en tubos de
ensayo con rosca.

Los tubos se dejaron entrecerrados y fueron esterilizado en autoclave por 20
mina 121° C. Se verificd el ciclo de esterilizacion con cinta testigo. EI medio
se almacend en refrigeracion hasta su uso.

Para inocular el medio, con una asa microbioldgica se tomd una porcion del
tubo original de la cepa CBS 130681 y se colocé en los tubos con el caldo
nutritivo en la campana de flujo laminar, luego de desinfectar el area con
cloro y etanol y de flamear el asa con el mechero.

Los tubos de ensayo se dejaron incubando entreabiertos a 25° C por 4 dias.

. Medio de cultivo sélido
a. Materiales y equipo

Tubos con la cepa del hongo Trichoderma harzianum recuperada
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Placas Petri

Erlenmeyer de 125 mL

Agar PDA

Agua destilada

Acido clorhidrico

Balon aforado de 100 mL
Pipeta graduada con pipeteador
Potenciémetro

Estufa con agitador magnético Thermo Scientific
Balanza analitica Ohaus
Autoclave Tuttnauer

Cinta testigo

Papel aluminio

Papel Parafilm

Espatula analitica

Campana de flujo laminar Labconco
Asa microbiolégica

Mechero y encendedor

Etanol al 70 %y cloro al 0.1 %
Incubadora Labline
Estereoscopio Premiere
Microscopio Fisher Scientific
Portaobjetos

Tape transparente

Refrigerador

b. Procedimiento

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Para preservar la cepa y utilizarla en la experimentacidn se prepararon placas
con agar PDA, ya sea comercial o preparado con 4 g/L de extracto de papa,
20 g/L de dextrosa y 15 g/L de agar.

En un Erlenmeyer se disolvi6 la cantidad necesaria de agar PDA para una
concentracion de 39 g/L usando una estufa con agitador magnético y se
calento hasta ebullicion.

Luego se ajustd el pH del medio a 5.6 utilizando HCI al 1 %, el cual fue
preparado en un balén aforado de 100 mL, el pH final se comprob6 con un
potenciémetro.

El Erlenmeyer se cubrid con papel aluminio y fue esterilizado en autoclave
por 20 min a 121° C. Se verificé el ciclo de esterilizacién con cinta testigo.
Al disminuir su temperatura el agar fue vertido en placas Petri en una
campana de flujo laminar desinfectada y se esper6 a que solidificara, luego
se almacenaron en refrigeracion las placas hasta su uso.

Para inocular el hongo en el agar, en la campana de flujo laminar
desinfectada se flamed una asa microbioldgica y luego se introdujo en los
tubos de ensayo (también flameados) para tomar una asada del hongo que
habia crecido y se estrid sobre las placas de agar.
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7) Las placas se cerraron con papel Parafilm y se incubaron a 25° C por 5 dias
hasta observar la formacion de conidios.

8) El crecimiento del hongo fue observado utilizando un estereoscopio.

9) Las hifas y conidios fueron observados al tomar una muestra del micelio con
tape transparente y colocarlo sobre un portaobjetos, el cual se observé en el
microscopio.

10) Las placas con el crecimiento del hongo se almacenaron en refrigeracion
hasta su uso y unas de ellas fueron destinadas para el cepario.

3. Medio de cultivo liquido
a. Materiales y equipo
e Placas con la cepa del hongo Trichoderma harzianum
Erlenmeyers de 250 mL
Beaker de 500 mL
Surfactante Tween 80
Urea
Fosfato monopotasico
Sulfato de amonio
Cloruro de calcio dihidratado
Sulfato de magnesio heptahidratado
Peptona
Sulfato de hierro Il heptahidratado
Sulfato de manganeso monohidratado
Sulfato de zinc heptahidratado
Cloruro de cobalto 11 hexahidratado
Glicerol
Ftalato de potasio
Agua destilada
Acido clorhidrico al 1 %
Hidroxido de sodio al 1 %
Balon aforado de 100 mL
Pipeta graduada con pipeteador
Probeta de 100 mL
Potenciometro
Estufa con agitador magnético Thermo Scientific
Balanza analitica Ohaus
Autoclave Tuttnauer
Cinta testigo
Papel aluminio
Espatula analitica
Campana de flujo laminar Labconco
Mechero y encendedor
Etanol al 70 %y cloro al 0.1 %
Varilla de vidrio
Incubadora con agitador orbital Barnstead
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C.

Espectrofotometro Shimadzu
Celda para espectrofotémetro
Kimwipes

Micropipeta

Puntas para micropipeta
Tubo de ensayo con rosca
Refrigerador

b. Procedimiento

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

Para propagar al hongo utilizado en la experimentacion, en un tubo de ensayo
con rosca se prepard una solucion de agua destilada con el surfactante Tween
80 al 1 % (v/v) para obtener una suspensién de conidios para el pre-in6culo.
Se prepar6 el medio de cultivo para el pre-indculo en un beaker de 500 mL
al disolver en una estufa con agitador magnético los siguientes componentes
con sus respectivas concentraciones: Tween 80 al 1 % (v/v), 3 g/L de urea,
2.0 g/L de KH2POy4; 1.4 g/L de (NH4).SO4; 0.4 g/L de CaCl,-2H,0; 0.3 g/L
de-MgSO04-7H,0; 1.0 g/L de peptona; 5.0 mg/L de FeSO4-7H,0; 1.6 mg/L
de MnSOs-H:0; 1.4 mg/L de ZnS0O4-7H,0; 2.0 mg/L de CoCl,-6H.0 y
como fuente de carbono se utilizo glicerol a una concentraciéon de 20 g/L
para evitar la inhibicion por sustrato de las celulasas como ocurre al usar
glucosa en el medio de cultivo.

Para mantener el pH se usé ftalato de potasio 50 mM como buffer en el cual
se disolvieron los componentes.

El pH inicial del medio se ajust6 a 5.0 con NaOH al 1 %, el cual se preparo
en un balén de 100 mL, esto luego de obtener un volumen final de 380 mL.
El pH se verificd con un potenciometro.

Luego el medio de cultivo se vertio en 2 Erlenmeyers de 250 mL que se
taparon con papel aluminio y junto con la solucion de Tween 80 preparada
fueron esterilizados en autoclave por 20 min a 121° C. Se verifico el ciclo de
esterilizacién con cinta testigo.

Luego de enfriarse, en la campana de flujo laminar desinfectada, se
agregaron 20 mL de la solucion con el surfactante a una placa de agar PDA
con el cultivo de 5 dias del hongo y se agité para obtener la suspension de
conidios. Esta suspension se agregé a los Erlenmeyers con el medio de
cultivo para el pre-in6culo (10 mL a cada uno).

Los Erlenmeyers se incubaron a 28° C en una incubadora con agitador
rotatorio a 150 rpm por 100 h manteniendo el aluminio para evitar
contaminacion.

Se midid la densidad dptica del medio antes y después de la incubacion para
comprobar el crecimiento del hongo usando un espectrofotometro a 600 nm.
Los pre-in6culos se almacenaron en refrigeracion hasta su uso.

Induccion de produccidn de enzimas en medio con vaina de frijol
1. Materiales y equipos

e Pre-indculo con la cepa del hongo Trichoderma harzianum

e Erlenmeyers de 250 mL

e Erlenmeyer de 2 L
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e Surfactante Tween 80

e Urea

e Fosfato monopotasico

e Sulfato de amonio

e Cloruro de calcio dihidratado

e Sulfato de magnesio heptahidratado
e Peptona

e Sulfato de hierro Il monohidratado
e Sulfato de manganeso monochidratado
e Sulfato de zinc heptahidratado

e Cloruro de cobalto Il hexahidratado
e Harina de vaina de frijol

e Ftalato de potasio

e Agua destilada

e Acido clorhidrico al 1 %

e Hidroxido de sodio al 1 %

e Pipeta graduada con pipeteador

o Probeta de 100 mL

e Potenciometro

e Estufa con agitador magnético Thermo Scientific
e Balanza analitica Ohaus

e Autoclave Tuttnauer

e Cinta testigo

e Papel aluminio

e Espétula analitica

e Campana de flujo laminar Labconco
e Mechero y encendedor

e Etanol al 70 % y cloro al 0.1 %

e Varilla de vidrio

e Incubadora con agitador orbital New Brunswick Scientific
e Kimwipes

e Micropipeta

e Puntas para micropipeta

2. Procedimiento

a. Para llevar a cabo la produccidn de enzimas lignocelulésicas se utiliz6 la harina
obtenida de la vaina de frijol como fuente de carbono. Para ello, se preparé el medio
de cultivo en un Erlenmeyer de 2 L al disolver los mismos componentes que los usados
en la obtencidn del preinéculo para un volumen final de 1400 mL, con la diferencia de
gue se usé urea a una concentracion de 0.3 g/L y que no se agregd glicerol.

b. Para mantener el pH se uso ftalato de potasio 50 mM como buffer en el cual se
disolvieron los componentes.

c. El pH inicial del medio se ajusté a 5.0 con NaOH al 1 % y se verificO con un
potenciémetro.
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El medio de cultivo se trasvaso a 7 Erlenmeyers y en vez de glicerol la fuente de
carbono fue la harina de la vaina de frijol. Se analizo la produccion de enzimas con 3
concentraciones diferentes: 12.5 g/L, 25 g/L y 37.5 g/L.

La misma cantidad de harina de la vaina se agreg6 a dos de los Erlenmeyers y al Gltimo
no se le agreg6 vaina de frijol.

Los Erlenmeyers se taparon con papel aluminio y fueron esterilizados en autoclave por
20 min a 121° C. Se verificd el ciclo de esterilizacion con cinta testigo.

Luego de enfriarse, en la campana de flujo laminar desinfectada, se agregé el pre-
indculo con una micropipeta con puntas estériles a un Erlenmeyer para cada
concentracion de vaina, a una concentracion del 10 % (v/v), el Erlenmeyer restante
sirvié como control. De igual forma se agregd el pre-indculo al Erlenmeyer sin vaina
de frijol como otro control negativo.

Los Erlenmeyers se mantuvieron con el papel aluminio para evitar contaminacion y se
incubaron en una incubadora con agitador rotatorio a 28° C a 150 rpm por una semana.

D. Extraccion de enzimas
1. Materiales y equipos

e Medios usados en la induccidn de la produccion de enzimas
e Frascos de plastico con rosca

e Frascos para centrifuga

e Centrifugadora con control de temperatura Sorvall
e Cinta testigo

e Balanza semianalitica Ohaus

e Autoclave Tuttnauer

e Cinta testigo

e Campana de flujo laminar Labconco

e Mechero y encendedor

e Etanol al 70 % y cloro al 0.1 %

e Micropipeta

e Puntas para micropipeta

o Refrigerador

e Beakers de 50 mL

e Horno secador VWR

2. Procedimiento

a.

b.

C.

d.

Para poder analizar si se logran obtener enzimas lignoceluloliticas usando la vaina de
frijol como inductor y para determinar la concentracion a la cual aumenta la
produccion de las enzimas fue necesario separarlas del medio de cultivo. Para ello, se
esterilizaron en autoclave a 121° C por 15 minutos frascos de plastico con rosca para
almacenar el extracto enzimatico.

El extracto se obtuvo al centrifugar el contenido de los Erlenmeyers en los que se indujo
la produccién enzimatica incluyendo los controles a 4000 rpm por 25 minutos a 4° C.
Las enzimas se encuentran en el sobrenadante, por lo que este se consider6 como el
extracto enzimético. Los sélidos se descartaron y los sobrenadantes se colocaron en
los botes de plastico esterilizados, cuya masa fue cuantificada con una balanza
semianalitica.

Los botes con los extractos enzimaticos se mantuvieron en refrigeracion hasta su uso.
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e. Se tomo6 una muestra de 2 mL de cada extracto y se colocd en un beaker de 50 mL
completamente seco, los beakers se introdujeron en un secador a 60° C por un dia hasta
que no quedo agua en el medio y se pesaron los sélidos presentes en el extracto para
determinar la concentracion de sélidos.

E. Determinacion de actividad enzimatica
1. Materiales y equipos
e Frascos de plastico con los extractos enzimaticos
¢ Balon aforado de 250 mL
¢ Balon aforado de 100 mL
e Acido citrico monohidratado
e Agua destilada
e Hidroxido de sodio
e Pipetas graduadas y pipeteador
e Beakers de 600 mL
e Erlenmeyerde 2 L
e Acido 3,5-dinitrosalicilico
e Tartrato de sodio potasio
e Fenol
e Metabisulfito de sodio
e Probetade 1 L
e Recipientes para almacenar soluciones
e Papel aluminio
e Estufa con agitador magnético Thermo Scientific
e Espétula analitica
e Balon aforado de 10 mL
e Beaker de 10 mL
e Dextrosa anhidra
e Tubos de ensayo con rosca
e Micropipeta
e Puntas para micropipeta
e Probeta de 100 mL
e Varilla de vidrio
e Celda para espectrofotémetro
e Tubos de ensayo de al menos 25 mL con tapones
e Gradillas
e Papel filtro
e Kimwipes
¢ Balanza analitica Ohaus
e Potenciometro
e Termometro
e Campana de flujo laminar Labconco
e Espectrofotometro Shimadzu
e Bafio térmico Precision
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e Mechero y encendedor
e Etanol al 70 %y cloro al 0.1 %

2. Procedimiento

a. Para determinar la actividad enzimatica, se hizo un ensayo para la determinacion de
celulasas ya que estas son las mas importantes en la etapa de hidrolisis por ser capaces
de liberar glucosa de la celulosa. Para ello se utiliz6 el ensayo estandar de papel filtro
(FPA), el cual determina azlcares reductores como la glucosa liberados luego de una
reaccion enzimatica.

b. Para ello, es necesario preparar una solucion buffer de citrato 0.05 M a pH de 4.8, la
cual se prepar6 en una estufa con agitador magnético en un beaker de 600 mL al
agregar 52.5 g de &cido citrico monohidratado, 190 mL de agua destilada 'y 12.5 g de
hidréxido de sodio hasta obtener un pH de 4.3. El pH se verificd con potenciémetro.

c. Lasolucién se diluyd a 250 mL y se ajust6 el pH a 4.5 con hidréxido de sodio. Con eso
se obtuvo un stock de buffer 1 M. Para utilizarlo en el ensayo de actividad enzimatica
fue necesario diluirlo en un bal6n aforado de 100 mL para obtener una concentracion
de 0.05 M, cuyo pH debe ser de 4.8.

d. También fue necesario preparar el reactivo DNS que es el que reacciona con los
azlcares reductores para producir un compuesto que absorbe fuertemente a 540 nm.
Para ello, en un Erlenmeyer de 2 L en una estufa con agitador magnético se mezclaron
1416 mL de agua destilada, 10.6 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico y 19.8 g de hidroxido
de sodio.

e. Sedisolvid y luego se afiadieron 306 g de tartrato de sodio potasio, 7.1 g de fenol y 8.3
g de metabisulfito de sodio.

f. Se esperd a que se disolvieran por completo los componentes y la solucidn se trasvasé
a un recipiente gque se envolvié en papel aluminio para evitar degradacion.

0. Se prepar6 una curva de calibracion usando estandares de glucosa de 1.0 a 10 mg/mL
y con ella se calculd la glucosa liberada del papel filtro en la reaccion enzimatica y
con ello las unidades enzimaticas por mililitro.

h. Para ello se prepard una solucion madre de glucosa en un balén aforado de 10 mL con
una concentracién de 10 mg/mL.

i. A partir de esta solucion se realizaron diluciones en tubos de ensayo con buffer de
citrato 0.05 M, al agregar en los tubos 1 mL de la solucion madre méas 0.5 mL de buffer
para una solucién de 6.7 mg/mL, 1 mL de buffer para una solucién de 5 mg/mL, 2 mL
de buffer para una solucién de 3.3 mg/mL, 4 mL de buffer para una solucion de 2
mg/mL y 9 mL de buffer para una solucion de 1 mg/mL.

j.  Fue necesario preparar un blanco que se resto al resto de mediciones al colocar en un
tubo de ensayo 1.5 mL de buffer de citrato y 3 mL del reactivo DNS, el tubo se colocé
en agua en ebullicion por 5 minutos y luego se paso a otro tubo de ensayo grande, al
cual se le agregaron 20 mL de agua destilada, se agit6 y se midid la absorbancia a 540
nm.

k. Para realizar la curva de calibracién, en tubos de ensayo se colocaron 0.5 mL de cada
estandar de glucosa con 1 mL de buffer de citrato y 3 mL del reactivo DNS.

I. Los tubos se colocaron en agua en ebullicién por 5 minutos y luego el contenido se
pasé a tubos de ensayo mayores junto con 20 mL de agua destilada, se agitaron y se
midio la absorbancia a 540 nm, a la cual se le rest6 el blanco. Con estos datos se obtuvo
la curva de calibracion.

m. Para la determinacion de las unidades de actividad enzimatica se agreg6 1 mL del
buffer de citrato a un tubo de ensayo y luego se agregaron 0.5 mL del extracto
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enzimatico previamente diluido en buffer de citrato (se tuvieron 2 diluciones por
muestra, 1 concentrada y 1 dilucion 1:5) y se llevé a una temperatura de 50° C en un
bafio térmico.

n. Luego de temperarse, se agreg6 al medio una tira de papel filtro de 1.0 x 6.0 cm
asegurandose que quedara sumergida una parte y se incubd a 50° C por 60 min en el
bafio térmico.

0. Posteriormente, se afiadieron 3.0 mL de reactivo DNS 'y se coloc6 en agua a ebullicion
por 5 min, luego se paso el contenido a un tubo de ensayo mayor junto con 20 mL de
agua destilada y se mezcl6 el tubo por inversién. Se esper6 a que la pulpa se asentara
y se midio la absorbancia en un espectrofotometro a 540 nm.

p. A este resultado se le resto la absorbancia del blanco, asi como del blanco enzimético,
el cual se prepard al agregar en un tubo de ensayo 1.0 mL de buffer de citrato, 0.5 mL
del extracto enzimatico diluido y 3 mL del reactivo DNS.

g. El tubo se colocd en agua en ebullicion por 5 minutos, luego el contenido se pasé a un
tubo de ensayo mayor junto con 20 mL de agua destilada, se agitd y se midié la
absorbancia a 540 nm, a la cual se le restd el blanco.

r. Este procedimiento se realizo para todas las muestras con diferente concentracion de
vaina y con los controles. El extracto enzimético de la muestra con la que se obtuvo
una mayor actividad enzimética fue utilizado en la hidrdlisis de la vaina y en la
fermentacion alcohdlica.

F. Hidrolisis alcalina de la vaina de frijol
1. Materiales y equipos
e Harina de vaina de frijol
e Espétula analitica
e Bolsas plasticas
e Recipiente plastico
e Erlenmeyers de 2 L
e Agua destilada
¢ Hidroxido de sodio
e Estufa con agitador magnético Thermo Scientific
e Probetade 1 L
e Manta
e Guantes
e Varilla de vidrio
e Balanza semianalitica Ohaus
e Termometro
e Horno secador VWR
¢ Balanza de humedad Ohaus

2. Procedimiento
a. Para evaluar el efecto de una hidro6lisis alcalina en la mejora del proceso de hidrélisis
se prepard una solucion de NaOH al 10 % (m/v) en Erlenmeyers de 2 L.
b. A los Erlenmeyers se les agregd vaina de frijol de forma que se obtuviera una
concentracion de 0.05 g de biomasa molida/mL de solucion y se incubé por 1.5 h a
45° C en una estufa con agitador magnético con agitacion moderada.
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Luego la solucion obtenida fue filtrada con manta al colocar la manta sobre un
recipiente e introducir la mezcla sobre ella, se envolvio la mezcla con la manta y
utilizando guantes se exprimid para eliminar el liquido.
El sélido obtenido se lavé con agua para eliminar el exceso de NaOH y se volvié a
eliminar el agua al filtrar en la manta.
El sélido obtenido se secd en un secador a 60° C por un dia hasta obtener una humedad
similar a la de la vaina sin tratamiento, la cual se midié con la balanza de humedad.
El solido se almacend en bolsas para evitar su contaminacion y humidificacion y en
refrigeracion.

G. Hidrolisis enzimética de la vaina de frijol
1. Materiales y equipos

e Harina de vaina de frijol hidrolizada y sin hidrolizar
e Extracto enzimatico

e Espétula analitica

e Erlenmeyers de 125 mL

e Buffer de citrato 0.05 M

e Reactivo DNS

e Micropipeta

e Puntas para micropipeta

e Tubos de ensayo

e Tubos de ensayo de al menos 25 mL
e Bario térmico Precision

e Beaker de 600 mL

e Agua destilada

e Autoclave Tuttnauer

e Cinta testigo

e Papel aluminio

e Balanza analitica Ohaus

e Campana de flujo laminar Labconco
e Etanol al 70 % y cloro al 0.1 %

e Probeta de 100 mL

e Incubadora con agitador orbital Barnstead
e Celda para espectrofotémetro

¢ Espectrofotdmetro Shimadzu

2. Procedimiento

a.

b.

Para evaluar el efecto de una hidrdlisis alcalina se realiz6 una hidrolisis enzimatica de
la vaina de frijol para liberar azucares fermentables al preparar medios con vaina de
frijol hidrolizada y sin hidrolizar quimicamente.

Para ello en cuatro Erlenmeyers de 125 mL se agregd vaina de frijol sin hidrélisis
alcalina 'y en otros cuatro Erlenmeyers se agregd vaina de frijol con hidrolisis alcalina
a una concentracion de 12.5 g/L en buffer de citrato 0.05 M. Los Erlenmeyers se
taparon con aluminio y fueron esterilizados en autoclave a 121° C por 20 minutos. La
esterilizacion se verifico con cinta testigo.
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c. Al enfriarse, a tres de los medios de cada tipo se les agregd 8 mL del extracto
enziméatico que mostré6 mayor actividad enzimatica. El extracto enziméatico se tomd
del frasco en una campana de flujo laminar desinfectada.

d. Los Erlenmeyers con la vaina hidrolizada y sin hidrolizar con el extracto enzimatico se
incubaron en incubadora a 40° C y 150 rpm por 50 horas, durante ese tiempo se
tomaron muestras de 0.5 mL a las 2, 24, 48 y 50 horas para elaborar curvas de
liberacion de azlcares usando los valores promedio de las tres muestras de cada tipo
de medio.

e. De igual forma, al otro Erlenmeyer de cada tipo de medio se le agregé 30 mL del
extracto con la segunda mayor actividad para observar el efecto de una hidrdlisis
alcalina en la liberacion de azlcares con una actividad enziméatica menor. El extracto
enzimatico se tomo del frasco en una campana de flujo laminar desinfectada.

f. Los Erlenmeyers con la vaina hidrolizada y sin hidrolizar con el extracto enzimético se
incubaron en incubadora a 40° C y 150 rpm por 26 horas, durante ese tiempo se
tomaron muestras de 0.5 mL alas 1, 4, 24 y 26 horas para elaborar curvas de liberacion
de azUcares.

g. Para determinar los azUcares reductores producidos en las curvas, en tubos de ensayo
se colocaron los 0.5 mL de cada medio de reaccion con 1 mL de buffer de citrato y 3
mL del reactivo DNS.

h. Los tubos se colocaron en agua en ebullicion por 5 minutos en el beaker de 600 mL y
luego el contenido se pasé a tubos de ensayo mayores junto con 20 mL de agua
destilada, se agitaron y se midié la absorbancia a 540 nm, a la cual se le rest6 el blanco.
Con la curva de calibracién de glucosa obtenida, se determiné la concentracion de
azucares liberados en la hidro6lisis enzimética y con ello se compararon los resultados
obtenidos entre la vaina con hidrolisis alcalina y la vaina sin hidrélisis alcalina.

H. Fermentacion alcoholica
1. Preparacion de indculo inicial
a. Materiales y equipo
e Levadura seca comercial Fermipan

Beaker de 250 mL
Erlenmeyer de 500 mL
Extracto de levadura
Peptona
Dextrosa
Agua destilada
HCl al 1 %
Pipetas graduadas con pipeteador
Potenciometro
Papel aluminio
Estufa con agitador magnético Thermo Scientific
Balanza analitica Ohaus
Autoclave Tuttnauer
Cinta testigo
Probetade 1 L
Espéatula analitica
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Varilla de vidrio

Campana de flujo laminar Labconco
Mechero y encendedor

Etanol al 70 %y cloro al 0.1 %
Incubadora con agitador orbital Barnstead
Refrigerador

b. Procedimiento

1)

2)

3)

4)

5)

Para propagar la levadura utilizada para la produccién de etanol se prepard
el medio de propagacion que consistié en 10 g/L de extracto de levadura, 20
g/L de peptona y 20 g/L de dextrosa, los cuales se disolvieron en un
Erlenmeyer de 500 mL con el agitador magnético.

El pH del medio se ajusté a 5 con HCI al 1 % y se verificd con un
potenciémetro.

El Erlenmeyer se tapd con aluminio y se esterilizé en autoclave a 121° C por
20 minutos. Se verifico la esterilizacion con cinta testigo.

Al enfriarse el medio, en campana de flujo laminar desinfectada, se agregd
levadura seca para obtener una concentracion de 1 g/L y el medio se mantuvo
con el aluminio para evitar contaminacion. EI medio se incub6 a 30° Cy 120
rpm por 24 h.

Luego el indculo inicial se mantuvo en refrigeracién hasta su uso.

2. Produccion de etanol
Materiales y equipo

a.

In6culo inicial de levadura
Erlenmeyers de 250 mL con deflectores y tapones
Extracto de levadura

Peptona

Harina de vaina sin tratamiento

Harina de vaina hidrolizada con NaOH
Agua destilada

HClal 1%

Pipetas graduadas con pipeteador
Potenciémetro

Papel aluminio

Estufa con agitador magnético Thermo Scientific
Balanza analitica Ohaus

Autoclave Tuttnauer

Cinta testigo

Probetade 1 L

Espatula analitica

Varilla de vidrio

Micropipeta

Puntas para micropipeta

Extracto enzimético
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Campana de flujo laminar Labconco
Mechero y encendedor

Etanol al 70 %y cloro al 0.1 %
Incubadora con agitador orbital Barnstead
Refrigerador

Parafilm

b. Procedimiento

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Para evaluar la produccion de etanol a partir de la vaina de frijol se prepar6
el medio de cultivo en Erlenmeyers con deflectores y tapones de 250 mL que
consistié en 10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona y una
concentracion de la harina de vaina de 12.5 g/L. Se prepararon cinco medios
con vaina hidrolizada y cinco con vaina que no fue sometida a hidrolisis
alcalina, asi como un medio que no contenia vaina como control.

El pH del medio se ajusté a 5 con HCI al 1 % y se verifico con un
potenciémetro.

Los Erlenmeyers se taparon con aluminio y se esterilizaron en autoclave a
121° C por 20 minutos. Se verifico la esterilizacion con cinta testigo.

Al enfriarse, a tres de los medios de cada vaina (hidrolizada y sin hidrolizar),
en campana de flujo laminar desinfectada, se les agregé 8 mL del extracto
enzimatico con mayor actividad, asi como se agregé el indculo al tomar
alicuotas del inoculo inicial para tener una concentracion del 15 % (v/v).
Como controles, a uno de los medios de cada tipo de vaina se agregd el
extracto enzimatico, pero no se agregé el indculo de levaduras. Como otro
control, se agregéd el inéculo de levaduras, pero no se agregd el extracto
enzimatico. Finalmente, al medio que no contenia vaina se le agreg6 la
levadura y el extracto enzimatico.

Posteriormente, se taparon los Erlenmeyers con sus tapones y se sellaron con
Parafilm. Los Erlenmeyers se incubaron a 34°C con agitacién de 150 rpm
por 72 h.

Al terminar la fermentacidn, se tomaron muestras de los medios para
analizarlas en HPLC. Las condiciones del medio con mayor produccion de
etanol se utilizaron para una fermentacion en un biorreactor para tener
condiciones méas controladas, asi como para analizar el crecimiento celular
mediante un conteo.

Determinacion de etanol y azucares
1. Materiales y equipos
e Beaker de 50 mL
e Balones aforados de 25 mL
e Etanol absoluto
e Dextrosa anhidra
e Fructosa anhidra
e Sacarosa anhidra
e Balones aforados de 10 mL
e Agua ultrapura
e Agua destilada
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e Pipetas graduadas con pipeteador

e Micropipeta

e Puntas para micropipeta

e Estufa con agitador magnético Thermo Scientific

e Espétula analitica

e Probeta de 10 mL

e Varilla de vidrio

e Filtro de jeringa de 0.22 um

e Viales de cromatografia

e Columna Hi-Plex H para separacion de azUcares y alcoholes
¢ Balanza analitica Ohaus

e Potenciémetro

e Centrifuga Fisher Scientific

e Campana de flujo laminar Labconco

e Cromatdgrafo HPLC con detector de indice de refraccion Agilent
e Etanol al 70 % y cloro al 0.1 %

e Tubos de ensayo con rosca

2. Procedimiento

a.

El etanol producido en las fermentaciones y los azlcares liberados en la hidrolisis
enzimatica fueron analizados mediante cromatografia liquida de alta resolucién. Para
ello, es necesario preparar soluciones estandar de calibracién usando etanol, asi como
de glucosa, fructosa y sacarosa para comprobar si quedaron restos de los azlcares en
la fermentacion.

Las soluciones para preparar las curvas de calibracion fueron preparadas por el
encargado del Laboratorio de Instrumentacién Quimica Avanzada, las cuales tuvieron
concentraciones de 1, 2, 3, 4y 5 % (m/v) utilizando los compuestos a analizar disueltos
en agua ultrapura o para HPLC.

Para el analisis de las muestras, se tomaron muestras de todos los Erlenmeyers (asi
como del biorreactor) y se centrifugaron a 3400 rpm por 10 minutos para separar las
células y la biomasa restante.

El sobrenadante se colocé en tubos de ensayo con rosca, los cuales se almacenaron en
refrigeracion hasta su analisis.

Las muestras (estandares y muestras de fermentaciones) fueron analizadas por el
encargado del Laboratorio de Instrumentacién Quimica Avanzada, al filtrarlas en un
filtro de jeringa de 0.22 um y colocarlas en viales de cromatografia. Para la corrida se
usé agua como fase mavil a un flujo de 0.6 mL/min. Se utiliz6 una columna Agilent
Hi-Plex H de 300 x 7.8 mm, 5 um, para separar etanol de azucares a una temperatura
de 40° C en la columna y el detector y de 25° C en el termostato del auto muestreador.
El analisis se hizo con un detector de indice de refraccion acoplado al cromatdgrafo.
El volumen de inyeccion fue de 20 pL y las corridas se hicieron por 30 minutos.

Se determind la concentracién de etanol y azlcares en las muestras luego de obtener la
curva de calibracion con los estdndares preparados y los resultados del &rea de los
picos de los compuestos para las diferentes muestras analizadas.

49



J. Pruebas en biorreactor
1. Produccién de enzimas lignoceluloliticas
a. Materiales y equipo
e Pre-in6culo con la cepa del hongo Trichoderma harzianum

Erlenmeyer de 2 L
Surfactante Tween 80
Urea
Fosfato monopotasico
Sulfato de amonio
Cloruro de calcio dihidratado
Sulfato de magnesio heptahidratado
Peptona
Sulfato de hierro Il monohidratado
Sulfato de manganeso monohidratado
Sulfato de zinc heptahidratado
Cloruro de cobalto Il hexahidratado
Harina de vaina de frijol
Ftalato de potasio
Agua destilada
Acido clorhidrico al 1 %
Hidroxido de sodio al 1 %
Pipeta graduada con pipeteador
Probetade 1 L
Estufa con agitador magnético Thermo Scientific
Balanza analitica Ohaus
Autoclave Tuttnauer
Cinta testigo
Papel aluminio
Espatula analitica
Mechero y encendedor
Etanol al 70 %y cloro al 0.1 %
Varilla de vidrio
Micropipeta
Puntas para micropipeta
Nitrégeno gaseoso
Electrodo para medicién de pH
Electrodo para medicion de oxigeno disuelto
Termocupla para medicién de temperatura
Recipientes para almacenamiento de 4cido y base
Mangueras
Agitador
Biorreactor Sartorius Stedim BIOSTAT A plus con controladores
Bolsa plastica
Compresor de aire
Filtro de 0.22 um
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Estandares de pH
Horno secador VWR
Centrifugadora Sorvall

b. Procedimiento

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

Para llevar a cabo la produccién de enzimas lignoceluldsicas en el
biorreactor fue necesario calibrar los sensores. Para ello se calibré el sensor
de pH sumergiendo el sensor en estandares de pH segun las indicaciones del
equipo.

La calibracion del sensor de oxigeno disuelto se realizd con una medicién
con el sensor al aire libre para indicar el 100 % de oxigeno, mientras que el
0 % se logré al introducir el sensor en una atmdsfera con nitrégeno puro.
Para ello se llend una bolsa de plastico con una manguera proveniente de un
tanque de nitrégeno y el sensor se introdujo en la bolsa durante la medicion,
asegurandose de que no ingresara aire.

Para inducir la produccion enzimatica se utilizd la harina obtenida de la vaina
de frijol sin hidrolisis alcalina como fuente de carbono a una concentracion
de 12.5 g/L. Para ello, se prepar6 el medio de cultivo en un Erlenmeyer de 2
L al disolver los mismos componentes que los usados en la induccion de la
produccion de enzimas en Erlenmeyers para un volumen final de 1 L.

Para mantener el pH se usé ftalato de potasio 50 mM como buffer en el cual
se disolvieron los componentes.

Se prepararon soluciones de NaOH al 1 % y HCI al 1 % para regular el pH
en el biorreactor, estas soluciones se colocaron dentro de los recipientes del
equipo.

El medio de cultivo se trasvasd al recipiente del biorreactor, el cual es
autoclaveable, este se introdujo en el autoclave con su tapadera, dejando
flojos los tornillos de cierre para evitar la acumulacién de presion. Los
recipientes con el 4cido y la base se taparon con papel aluminio y también se
introdujeron en el autoclave y se esterilizaron por 20 min a 121° C. Se
verifico el ciclo de esterilizacion con cinta testigo.

Los sensores no son autoclaveables por lo que antes de introducirlos al
biorreactor fueron desinfectados con etanol al 70 %, luego de haber
desinfectado el area con cloro y etanol.

Luego de enfriarse el medio de cultivo, a un lado del reactor con un mechero
cerca para mantener la zona estéril, se conectaron los recipientes con &cido
y base al biorreactor utilizando mangueras que pasan por una bomba
peristaltica.

Se introdujeron los sensores al equipo y se agregé el pre-in6culo del hongo
con una micropipeta con puntas estériles para tener una concentracién del 10
% (VIV).

10) Se colocé el motor del agitador y la chaqueta de calentamiento para el control

de temperatura, asi como la manguera para la entrada de aire, el cual pasa
por un filtro.

11) Se encendi6 el equipo y se configurd para mantener una temperatura de 28.0°

C, una agitacion de 150 rpm y un pH de 5.00.

12) Estas condiciones se mantuvieron durante 1 semana, durante ese tiempo se

aired el equipo manualmente todos los dias para mantener una concentracion
de oxigeno disuelto del 30 %, para ello fue necesario encender un compresor
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de aire y abrir la valvula que lleva el aire al biorreactor, controlando que no
hubiera un burbujeo excesivo para que no se salieran las burbujas por la
purga de gases.

13) Al terminar la fermentacion, se apag6 y desensamblé el equipo y el medio
fue centrifugado para separar la biomasa del hongo y la vaina residual del
extracto enziméatico a 4000 rpm por 25 minutos a 4° C. El extracto se
almaceno en botes plasticos esterilizados.

14) Los sélidos fueron secados en un horno a 60° C en papel aluminio por 2 dias
y se pesaron para realizar el balance de masa, asi como se determiné la
concentracion de solidos disueltos en el extracto como en los apartados
anteriores.

15) Al extracto obtenido se le determind la actividad enzimética con el ensayo
de papel filtro por triplicado.

2. Produccidn de etanol

a. Materiales y equipo

e Indculo inicial de levadura

Extracto de levadura
Peptona
Harina de vaina de frijol sin hidrolisis alcalina
Agua destilada
Erlenmeyer de 1 L
HClal 1%
NaOH al 1 %
Pipetas graduadas con pipeteador
Papel aluminio
Estufa con agitador magnético Thermo Scientific
Balanza analitica Ohaus
Autoclave Tuttnauer
Cinta testigo
Probetade 1 L
Espatula analitica
Micropipeta
Puntas para micropipeta
Extracto enzimatico del biorreactor
Mechero y encendedor
Etanol al 70 %y cloro al 0.1 %
Electrodo para medicién de pH
Electrodo para medicion de oxigeno disuelto
Termocupla para medicién de temperatura
Recipientes para almacenamiento de &cido y base
Mangueras
Agitador
Biorreactor Sartorius Stedim BIOSTAT A plus con controladores
Horno secador VWR
Tubos para centrifuga
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Centrifugadora Sorvall

Centrifugadora Fisher Scientific

Azul de metileno al 1 %

Céamara de Neubauer con cubreobjeto especial
Microscopio Fisher Scientific

Parafilm

Jeringa para filtros de disco

Tubos de ensayo con rosca

b. Procedimiento

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

Para evaluar la produccion de etanol a partir de la vaina de frijol en la
sacarificacion y fermentacion simultanea en el biorreactor, se prepar6 el
medio de cultivo en un Erlenmeyer de 1 L para un volumen final de 550 mL,
el cual consisti6 en 10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona y una
concentracion de la harina de vaina sin hidrdlisis alcalina de 12.5 g/L.

Se prepararon soluciones de NaOH al 1 % y HCI al 1 % para regular el pH
en el biorreactor, estas soluciones se colocaron dentro de los recipientes del
equipo.

El medio de cultivo se trasvasd al recipiente del biorreactor, el cual es
autoclaveable, este se introdujo en el autoclave con su tapadera, dejando
flojos los tornillos de cierre para evitar la acumulacién de presion. Los
recipientes con el &cido y la base se taparon con papel aluminio y también se
introdujeron en el autoclave y se esterilizaron por 20 min a 121° C. Se
verifico el ciclo de esterilizacion con cinta testigo.

Los sensores no son autoclaveables por lo que antes de introducirlos al
biorreactor fueron desinfectados con etanol al 70 %, luego de haber
desinfectado el area con cloro y etanol.

Luego de enfriarse el medio de cultivo, a un lado del reactor con un mechero
cerca para mantener la zona estéril, se conectaron los recipientes con acido
y base al biorreactor utilizando mangueras que pasan por una bomba
peristaltica.

Se introdujeron los sensores al equipo y se agregaron 300 mL del extracto
enzimatico obtenido en el biorreactor. Luego se agregaron 150 mL del
in6culo de levaduras preparado previamente para tener una concentracion
del 15 % (v/v) con una micropipeta con puntas estériles.

Se coloc6 el motor del agitador y la chaqueta de calentamiento para el control
de temperatura, en este caso no se aire0 al buscar tener un sistema
anaerobico, por lo que la entrada se tap6 con papel aluminio esterilizado.
Se encendié el equipo y se configuré para mantener una temperatura de
34.0°C, una agitacion de 150 rpm y un pH de 5.00.

Estas condiciones se mantuvieron durante 88 horas, durante ese tiempo se
utiliz6 una jeringa para filtros de jeringa y se uni6 a una manguera que podia
conectarse a una salida del biorreactor por la parte de arriba para poder tomar
muestras. Con la jeringa se succioné el liquido, presionando la manguera
para evitar que volviera a bajar mientras se regresaba el émbolo de la jeringa.
Se tomaron muestras a las 0, 22, 47, 70 y 88 horas (la tltima en triplicado de
diferentes puntos del biorreactor al abrirlo) y se colocaron dentro de tubos
de ensayo con rosca.
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10) Los tubos se dejaron reposar un tiempo corto para que se asentara la vaina
de frijol, luego para determinar la concentracion de células en el medio, se
tomaron 10 pL del tubo de ensayo y se colocaron en una tira de Parafilm.

11) Posteriormente, se tomaron 10 pL de azul de metileno y se mezclaron por
pipeteo con la muestra del biorreactor y se dejaron reposar por 2 minutos.

12) Se tomaron 10 pL de la mezcla y se colocaron en la orilla de la camara de
Neubauer con el cubreobjetos puesto hasta que se llenara todo el cuadro
donde se hace el conteo.

13) La cémara se colocd debajo del microscopio y usando el aumento x10 y
ocular x10 se identificaron los cuadrantes de la camara y se contaron las
células viables (transparentes) y las no viables (tefiidas de azul).

14) Se realiz6 un conteo de células del indculo inicial, asi como se centrifug6 a
3400 rpm por 10 minutos un volumen de 11.5 mL del inéculo. El pellet
formado se sec6 a 60° C por 2 dias para conocer la masa del pellet seco y
con ello se calculd la concentracion del in6culo en peso seco y con ello se
relacioné el nimero de células con la masa de células.

15) El resto del contenido del tubo de ensayo con el medio del biorreactor se
centrifugd a 3400 rpm por 10 minutos para enviar el sobrenadante a HPLC
y determinar la concentracion de azlcares y etanol presentes en un
determinado momento.

16) Al terminar la fermentacion, se apagd y desensamblé el equipo y el medio
fue centrifugado para separar la biomasa de las levaduras y la vaina residual
a 4000 rpm por 25 minutos a 4° C.

17) Los sélidos fueron secados en un horno a 60° C en papel aluminio por 2 dias
y se pesaron para realizar el balance de masa, asi como se determiné la
concentracion de solidos disueltos en el liquido como en los apartados
anteriores.

K. Analisis de error estadistico

1.

Para evaluar el error estadistico que puede existir en las mediciones realizadas, se
realizaron triplicados de diferentes mediciones, a excepcién de la medicién de las
dimensiones de la vaina de frijol utilizada, donde se analizaron 8 muestras.

Para los métodos utilizados se calculé el coeficiente de variacién para conocer su
variabilidad y se establecid un 15 % como valor aceptable en la presente investigacion.
Los resultados de la actividad enzimatica dependen del ensayo de papel filtro, por lo que
se analizé un triplicado de la misma muestra para evaluar la variabilidad del método.
Para la comparacion de azucares reductores liberados en la hidrélisis enzimatica de la
vaina hidrolizada quimicamente y la vaina sin hidrolizar, se realiz6 un triplicado de ambas
hidrolisis y se calcularon los intervalos de confianza de las mediciones a lo largo del
tiempo para determinar si hubo una diferencia significativa entre ambos tratamientos al
comparar si los intervalos se traslapan con un porcentaje de confianza del 95 %.

Lo mismo se realizé con la fermentacion alcohélica usando la vaina hidrolizada y la vaina
sin hidrolizar para determinar si hay una diferencia significativa en la produccion de
etanol y si es necesario llevar a cabo el proceso de la hidrolisis alcalina o no.

En las fermentaciones de los biorreactores, al ser un volumen mayor, también se realiz
un triplicado de las mediciones finales, al tomar muestras de diferentes puntos, tanto para
la determinacion de la actividad enzimatica, como en la determinacion de etanol y
azucares en el medio.
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7. Para calcular la concentracion de diferentes compuestos fue necesario realizar curvas de
calibracion y obtener regresiones lineales de ellas. Para calcular el error involucrado en
las regresiones se utilizo el error tipico de Excel con un porcentaje de confianza del 95 %,
asi como se tomd en cuenta el R? para decidir si era valido o no utilizarlas, siempre y
cuando este fuera cercano a 1.

8. Ademés del error estadistico, se tom6 en cuenta la incertidumbre de las diferentes
mediciones, por lo que también se calcul6 la propagacion del error.
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VI1l.Resultados

A. Pretratamiento de la vaina de frijol utilizada
Cuadro 1. Caracteristicas de la vaina de frijol utilizada en el trabajo de graduacion

. ) Desviacion Intervalode  Coeficiente de
Caracteristica Media ) o
estandar confianza variacion
Largo de la vaina 10.06 cm 1.25cm 10.06 £1.71 cm 20.30 %
Ancho de la vaina 1.25cm 0.05cm 1.25+£0.04 cm 4.28 %

Humedad inicial 10.40 % (m/m)  1.30 % (m/m) 10.4 £3.23 cm 1251 %

En el cuadro se observan las caracteristicas de la vaina utilizada, asi como su analisis de error. Las
imagenes de la vaina se pueden observar en la seccion de Anexos.

Figura 14. Histograma de los resultados del analisis granulométrico luego de la molienda de la
vaina de frijol
Porcentaje de masa retenida en las mallas
30.00

25 68 26.58
25.00
20.00
15.00
10.00 8.93
5.62
5.00 351
e
0.00 ]

0.850 0.600 0.355 0.250 0.180 0.150 0.125

27.78

Masa retenida (% 0.14%)

Apertura de la malla (mm)

Fuente: Elaboracion propia.

Se observa que el mayor porcentaje de la vaina posee un tamaiio de particula entre 0.355 y 0.850
mm. El promedio ponderado es de 0.522 mm. El grafico fue elaborado con los datos del Cuadro
27 de Datos calculados.
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Figura 15. Distribucidon del porcentaje de vaina que paso en las mallas del anélisis granulométrico
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Fuente: Elaboracion propia.

El eje x se encuentra en escala logaritmica y esta invertido. Con el analisis obtenido se puede
concluir que la harina utilizada tiene un D70 de 0.828 mm, el cual corresponde al didmetro por el
cual pasa el 70 % de la harina obtenida. El grafico se realiz6 con los datos del Cuadro 28 de Datos

calculados y el D70 se calculd con una interpolacion de esos datos.

B. Induccion de produccion de enzimas en medio con vaina de frijol

Los medios con vaina de frijol mostraron un crecimiento del hongo, lo cual indica que el hongo
es capaz de producir enzimas que hidrolicen componentes de la vaina para consumirlos y que se dé
su crecimiento.

Figura 16. Crecimiento del hongo Trichoderma harzianum en el medio con vaina de frijol

Fuente: Elaboracion propia.
Se observa el crecimiento del micelio blanco sobre la vaina. La imagen corresponde al medio con
concentracion de 12.5 g/L de vaina. Las fermentaciones se llevaron a cabo a pH 5, 28° C y 150
rpm por una semana.
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Cuadro 2. Formulacion de los medios de cultivo con vaina de frijol para inducir la produccion de
enzimas lignoceluloliticas

Concentracion

Componentes
Medio de cultivo 1 Medio de cultivo 2 Medio de cultivo 3
Tween 80 1.00 + 0.05 % (v/v) 1.00 + 0.05 % (v/v) 1.00 £ 0.05 % (v/v)
Urea 0.30£0.01 g/L 0.30£0.01 g/L 0.30+£0.01 g/L
KH2PO,4 2.00 +0.04 g/L 2.00 +0.04 g/L 2.00 +0.04 g/L
(NH4)2S04 1.40 +0.03 g/L 1.40 +0.03 g/L 1.40 +0.03 g/L
CaCl,-2H,0 0.40 +0.01 g/L 0.40 +0.01 g/L 0.40 +0.01 g/L
MgS0O4-7H20 0.30£0.01 g/L 0.30+£0.01 g/L 0.30£0.01 g/L
Peptona 1.00 £0.02 g/L 1.00 £0.02 g/L 1.00 £0.02 g/L
FeSO,-7H>0 5.0 £0.1 mg/L 5.0 £0.1 mg/L 5.0+£0.1 mg/L
MnSQO4-H20 1.6 £+ 0.1 mg/L 1.6 £0.1 mg/L 1.6 £0.1 mg/L
ZnS04-7TH20 1.4 +0.1 mg/L 1.4 +0.1 mg/L 1.4+0.1 mg/L
CoClz-6H:0 2.0 £0.1 mg/L 2.0£0.1 mg/L 2.0+ 0.1 mg/L
Harina de vaina de
frijol 12.5+0.3¢g/L 25.0+0.5¢g/L 37.5+0.8¢g/L
Ftalato de potasio 10.211 £ 0.227 g/L 10.211 £ 0.227 g/L 10.211 £ 0.227 g/L

A estos medios de cultivo se le agregd el inéculo a una concentracion del 10 % (v/v). Las
fermentaciones se llevaron a cabo a pH 5, 28° C y 150 rpm por una semana.

C. Extraccion de enzimas y actividad enzimatica
Cuadro 3. Caracteristicas de los extractos enzimaticos obtenidos en las fermentaciones con T.
harzianum usando vaina de frijol como inductor de la produccién enzimatica

Masa del extracto

Concentracion de vaina

Concentracion de solidos

(9+0.19) (g/L)
Sin vaina 199.9 21.0+£1.1
Control 12.5 g/L 162.4 255+1.3
Control 25 g/L 152.6 239+1.2
Control 37.5 g/L 145.0 26.9+1.3
12.5g/L-1 61.8 28.1+1.4
25 g/L 167.6 246 +1.2
37.5¢g/L 146.5 26.1+1.3
12.5g/L-2 188.0 20.1+1.0
12.5g/L-3 164.6 216+1.1

En los medios control no se agreg6 el indculo con el hongo, en el medio sin vaina si se agrego el
indculo, pero no habia vaina presente. Las muestras corresponden a la concentracion de vaina de
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frijol utilizada. Para tener una mayor cantidad de extracto se repitid la fermentacion con la que se
obtuvo mayor actividad enzimética, que fue a la concentraciéon de 12.5 g/L, de la cual hubo un
derrame y por ello la masa es menor.

Cuadro 4. Actividad enzimética de los extractos obtenidos en unidades de papel filtro por mililitro

Concentracion de vaina FPU (unidades/mL) FPU B (unidades/mL)
Sin vaina -0.002 -0.025 + 0.024
Control 12.5 g/L -0.008 -0.006 + 0.024
Control 25 g/L 0.076 0.048 +0.024
Control 37.5 g/L -0.007 -0.009 + 0.024
12.5¢g/L-14a) 0.288 0.284 +0.027
12.5 g/L-1 b) 0.315 0.319 +0.028
12.5¢g/L-1¢) 0.291 0.296 + 0.028
25 g/L 0.022 0.010 +0.024
37.59/L 0.009 -0.008 + 0.024
12.5g/L-2 0.079 0.058 + 0.024
12.5¢g/L-3 0.079 0.070 +0.024

Las FPU se calcularon con la Ecuacion 7, mientras que las FPU B se calcularon con la Ecuacion 8
que se utiliza cuando la glucosa liberada con el extracto concentrado es menor al valor critico de 2
mg, como en los resultados obtenidos. 1 FPU B equivale a 5.405 mg de glucosa liberados por hora.
Se observa que solo hay actividad enzimatica significativa con la concentracién de 12.5 g/L, esto
corresponde al medio usado inicialmente, a) b) y ¢) corresponden a muestras diferentes tomadas
del mismo extracto para evaluar la variabilidad del método. La concentracion de 12.5 g/L -2y -3
corresponden a diferentes extractos que se prepararon con la misma concentracion.

Figura 17. Actividad enzimaética de los extractos obtenidos a diferentes concentraciones de vaina
de frijol
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-0.05
Fuente: Elaboracion propia.
Se muestran los resultados para la actividad en FPU B. Se comprueba que hay mayor actividad al
usar una concentracion de vaina de 12.5 g/L. Las barras de error tienen un 15 % de error.
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D. Hidrodlisis alcalina de la vaina de frijol

Luego de hidrolizar 2 L con la metodologia mencionada, se obtuvieron 154.9 = 0.1 g de vaina
a una humedad del 15.41 £0.01 % (m/m).

Cuadro 5. Comparacién de azUcares reductores en forma de glucosa liberados por la vaina de
frijol hidrolizada quimicamente y por la vaina sin hidrolizar
Azlcares en forma de glucosa (g/L)

Tiempo
Vaina sin hidrolizar Vaina con hidrélisis alcalina
(h £0.05
) Desviacion Intervalo de ] Desviacion Intervalo de
h) Media ) _ Media . _
estandar confianza estandar confianza
2 2.21 1.03 2.21 +2.56 2.49 2.38 2.49 +£5.90
24 3.51 2.66 3.51 +£6.62 3.48 3.95 3.48 £+9.81
48 3.49 2.85 3.49+7.08 3.79 4.47 3.79+11.11
50 3.55 3.00 3.55+7.44 3.23 3.59 3.23+8.92

Al comparar los resultados de las muestras con un alfa de 0.05, se observa que los intervalos de
confianza se traslapan para todas las medidas de tiempo, por lo que no hay una diferencia
significativa en la produccion de azlcares reductores entre el uso de vaina sometida a hidrélisis
alcalina y de vaina sin hidrolizar. Las reacciones se realizaron a 40° C y a 150 rpm.

Cuadro 6. Conversion de la vaina de frijol en la produccion de azlcares reductores en forma de
glucosa con la hidrolisis enzimatica

Conversion Incertidumbre
Muestra (g vaina/g vaina) (g vaina/g vaina)
Vaina sin hidrolizar 0.284 +0.240
Vaina con hidrélisis alcalina 0.258 +0.287

Al comparar los resultados también se puede comprobar que no hay una diferencia significativa
entre la vaina hidrolizada y la vaina sin hidrolizar quimicamente. La conversion se calculd usando
el valor promedio de la medicion a las 50 horas de hidrdlisis enzimatica ya que al ser una hidrdlisis
el rendimiento es del 100 % vy la cantidad de azucares producidos serd igual a la de la vaina
consumida. La incertidumbre se calculd usando la desviacion estdndar de la media como
incertidumbre del dato para la propagacién del error. En general, se observa que con la actividad
enzimatica obtenida para las 50 h de reaccion se tiene una conversion cercana al 30 %.
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Figura 18. Curva de liberacion de azucares en forma de glucosa de la vaina hidrolizada y de la
vaina sin hidrolizar quimicamente
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Fuente: Elaboracion propia.

Se observa que luego de 24 horas ya no hay un aumento significativo en la concentracion de
azucares. Se observa de forma grafica que no hubo una diferencia significativa en ambas
hidrolisis enzimaticas, por lo que no seria necesario realizar la hidrolisis alcalina. En las curvas se
utilizaron datos promedio. Las lineas no representan un modelo, sino que tienen el suavizamiento
de Excel. En la gréfica también se observa una recta que es tangente a las curvas. La pendiente de
esta recta representa la productividad enzimatica y es de 2 g/L*h.

Figura 19. Curva de liberacién de azlcares en forma de glucosa de la vaina hidrolizada y de la
vaina sin hidrolizar a diferentes tiempos con extracto de menor actividad
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Fuente: Elaboracion propia.

Se elabord otra curva utilizando un extracto de menor actividad enzimética. En la curva anterior
se observa que no hay una diferencia en el comportamiento en el que se liberan los azlcares, pero
en esta, hay una mayor concentracion de azUcares liberados con la vaina sin hidrolizar,
confirmando que no es necesaria la hidrdlisis alcalina. Las lineas no representan un modelo, sino
que tienen el suavizamiento de Excel.
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E. Fermentacion alcohodlica
Cuadro 7. Concentracion final de etanol, glucosa y fructosa en la fermentacion alcoholica llevada
a cabo en Erlenmeyers con deflectores

Medi Desviacién Intervalo de Coeficiente
edia
Muestra estandar confianza de variacion
% (mM/v)
% (m/v) % (M/v) %
Glucosa 0.021 0.001 0.021 +£0.001 2.71
VN Fructosa 0.000 0.000 0.000 + 0.000 0.00
Etanol 0.063 0.005 0.063 +£0.013 8.10
Glucosa 0.000 0.000 0.000 + 0.000 0.00
VH Fructosa 0.164 0.001 0.164 £ 0.002 0.51
Etanol 0.056 0.003 0.056 + 0.006 4.47
Glucosa 0.040 +0.003 - - -
VNSIn Erictosa 0.000 +0.000 ] ; ;
levadura
Etanol 0.033 +0.002 - - -
Glucosa 0.000 + 0.000 - - -
VHSIN  rictosa 0.000 +0.000 ; ; ;
levadura
Etanol 0.039 +0.003 - - -
Glucosa 0.024 +0.002 - - -
VNsIn Erictosa 0.000 +0.000 i i i
enzimas
Etanol 0.024 +0.002 - - -
Glucosa 0.000 + 0.000 - - -
VHsIn  Erictosa 0.164 +0.009 i i i
enzimas

Etanol 0.048 +0.003 - - -

Glucosa 0.030 +0.002 - - -
Sin vaina Fructosa 0.030 £ 0.002 - - -
Etanol 0.026 £0.002 - - -

La concentracion de etanol y glucosa fue determinada por HPLC usando una columna Hi-Plex H.
VN corresponde a la vaina de frijol sin hidroélisis alcalina. VH corresponde a la vaina de frijol
sometida a hidrolisis alcalina. Se prepararon controles de los medios sin levadura, sin extracto
enzimatico y uno sin vaina, pero con levaduras y extracto enzimatico. Solo se realizo triplicado de
las fermentaciones con levadura, vaina y extracto enzimético. En los controles se muestra la
incertidumbre del resultado obtenido. Las fermentaciones se realizaron a 34° C y 150 rpm por 72
horas.
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F. Resultados de pruebas en biorreactor
Cuadro 8. Caracteristicas del extracto enzimatico obtenido en la fermentacion con el hongo T.
harzianum en la produccién enzimética usando un biorreactor de 1 L

e . Desviacion Intervalo de Coeficiente de
Caracteristica Media , . .
estandar confianza variacién
Masa del 864.7 +0.1
extracto g ] ) )
Concentracion 355+1.8
de sélidos g/L ) ) )
Actividad 0.178 0.178 +0.002
enzimética FpumL 0001 FPUML FPU/mL 0435 %
Concentracion 0.040 +
de glucosa 0.003 % ) ) )
(m/v)

La produccién enzimatica se realiz6 a 28° C, 150 rpmy pH 5 por una semana. Se aired diariamente.
La actividad enzimatica mostrada se calcul6 con la Ecuacion 8 ya que la glucosa liberada fue menor
al valor critico. 1 FPU equivale a 5.405 mg de glucosa liberados por hora. Se realiz6 un triplicado
de la medicion de actividad enzimatica. Al analizar el extracto en HPLC se detectd glucosa.

Cuadro 9. Resultados de la sacarificacion y fermentacion simultanea con la levadura S. cerevisiae
en la produccion de etanol a partir de vaina de frijol usando un biorreactor de 1 L.

] Desviacion Intervalo de Coeficiente de
Resultado Media , . .,
estandar confianza variacion
Sacarosa
0.018 0.000 0.018 + 0.000 0.00 %
% (m/v)
Glucosa
0.016 0.000 0.016 + 0.000 0.00 %
% (m/v)
Fructosa
0.034 0.019 0.034 +0.048 56.34 %
% (m/v)
Etanol
0.136 0.019 0.136 + 0.048 14.32 %
% (m/v)
Rendimiento 0.393 + 0.112 ) ) ]
etanol (g/g)
Rendimiento - 059+ 0905 ; ; ]
biomasa (g/g)
Td (h) 17.81+151 - - -

Se observan las concentraciones finales de la fermentacion, asi como el rendimiento asociado a la
concentracion final de etanol, el cual se calculé usando el valor promedio y usando la desviacion
estandar como incertidumbre para la propagacion de error. EI rendimiento est& expresado en g de
etanol/g de vaina de frijol, lo que equivale a un rendimiento del 39 %. También se observa el
rendimiento de biomasa expresado en g de levadura/g de vaina, el cual es del 70 %, asi como el
tiempo de generacion (Td). La fermentacion se llevé a cabo a 34° C, 150 rpm y pH 5 por 88 horas.
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Figura 20. Curva de cambio en la concentracion celular, etanol y azlcares en el tiempo en la
sacarificacion y fermentacion simultanea en el biorreactor de 1 L
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Fuente: Elaboracion propia.

Los datos con los que se elabord la curva se encuentran en el Cuadro 38 y 39 de Datos calculados.
Se observa que hubo un aumento en la concentracion celular y un ligero aumento en la
concentracion de etanol. A diferencia de las fermentaciones a partir de az(cares como fuente de
carbono, la concentracion de azlcares no disminuyo sino se mantuvo constante a bajas
concentraciones. Las lineas no representan un modelo, sino que tienen el suavizamiento de Excel.

Figura 21. Curva de crecimiento de la levadura en el tiempo en la sacarificacion y fermentacion
simultanea en el biorreactor de 1 L
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Fuente: Elaboracion propia.

La curva se elaboré con los datos del Cuadro 38 y 41 de Datos calculados. Se graficé la
concentracion celular y su logaritmo para distinguir de mejor manera la fase exponencial que
corresponderia a la seccion con un comportamiento mas lineal en el centro de la gréfica (22 a 70
h). Las lineas no representan un modelo, sino que tienen el suavizamiento de Excel. En la curva
de concentracion también se observa una recta que es tangente. La pendiente de esta recta
representa la productividad del crecimiento celular y es de 0.028 g/L*h.
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VI1II. Analisis de resultados

El proposito de esta investigacion fue evaluar extractos de enzimas lignoceluloliticas
producidas por el hongo Trichoderma harzianum en una fermentacion sumergida usando vaina de
frijol como inductor de la produccion enzimatica. Con estas enzimas se generaron azlcares
fermentables a partir de la hidrolisis enzimatica de la misma vaina de frijol y estos azicares fueron
consumidos por la levadura Saccharomyces cerevisiae en condiciones anaerobicas para producir
etanol.

Esto fue posible ya que se propiciaron las condiciones necesarias para que se llevara a cabo la
produccion enzimatica y la hidrolisis de la vaina de frijol. Comenzando con el pretratamiento, fue
necesario determinar las caracteristicas de la vaina utilizada en el estudio, para ello se midieron
dimensiones como el ancho y largo, los cuales fueron de 1.25 £ 0.05 cm y 10.06 £ 1.25 c¢m
respectivamente y la humedad que tenia la vaina fue del 10.40 + 1.30 % (m/m). Estos son los valores
promedio con su desviacion estandar y como se puede observar en el Cuadro 1, a excepcion del
largo, la variabilidad es menor al 15 % en las mediciones, lo que indica que la vaina utilizada tenia
condiciones similares entre si.

Esta vaina fue sometida a un proceso de molienda para reducir el tamafio de particula de la
vaina, de forma que se obtuviera una harina. Esto es ventajoso ya que facilita la utilizacion de la
vaina en el resto del proceso y genera una homogenizacion de esta. Pero la implicacion mas
importante de reducir el tamafio de la vaina es aumentar el area superficial sobre la cual pueden
actuar las enzimas, tanto en la produccion enzimatica, donde el hongo tiene una mayor area en la
cual las enzimas pueden extraer nutrientes, como en la hidrélisis enzimatica de la vaina para la
obtencion de azucares. Ademas, la molienda y el calor generado en el proceso reducen la
cristalinidad de la celulosa, la cual se define por los puentes de hidrégeno formados de forma
intermolecular entre las cadenas de celulosa. Esta cristalinidad confiere proteccion a las células pero
constituye un impedimento estérico al ataque de reactivos y enzimas, por lo que la reduccion en la
cristalinidad ayudo a que las enzimas pudieran penetrar en la estructura y llevar a cabo el proceso
de hidrdlisis (Verardi et al., 2012).

Luego de llevar a cabo la molienda en un molino de martillos, se redujo el tamaio de particula
a un tamaifio entre 0.355 y 0.850 mm, con un promedio ponderado de 0.522 mm con el porcentaje
de masa retenido en los diferentes tamices (ver Figura 14). En la Figura 15 se puede observar la
distribucién del porcentaje de vaina que paso por las diferentes mallas y se observa una curva tipica
obtenida en un analisis granulométrico. En el lado izquierdo se encontrarian las particulas més
gruesas y del lado derecho se encontrarian las mas finas. Con la curva puede observarse la
granulometria de la vaina utilizada en la investigacion y para tener una especificacion, se calculo el
D70, el cual es el didametro por el cual pasa el 70 % de la harina obtenida, usando una interpolacién
en la curva y este fue de 0.828 mm. Esto permite conocer la vaina con la cual se trabajo y al
momento de escalar el proceso permitiria dimensionar la potencia del motor que deberia tener el
molino.
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Finalmente, la harina obtenida se mantuvo en refrigeracion en bolsas cerradas, esto para evitar
su humidificacion y la contaminacion con diferentes microorganismos que podrian alterar las
propiedades de la vaina o bien generar un impacto en las fermentaciones realizadas posteriormente.

El siguiente paso en el estudio fue inducir la produccion de enzimas lignoceluloliticas
utilizando vaina de frijol. Para ello fue necesario realizar una propagacion del hongo productor de
las enzimas, Trichoderma harzianum. El hongo se inoculd inicialmente en agar PDA, el cual es
especifico para hongos y se observd un crecimiento de conidios de color verde caracteristico del
hongo (ver Figura 27 en Anexos) los cuales se forman cuando el hongo ingresa una fase
reproductiva. Posteriormente, se propagoé en un medio de cultivo que contenia glicerol en vez de
glucosa como fuente de carbono. Esto fue importante tanto por el aprovechamiento del glicerol,
subproducto en la produccién de biodiesel, como por evitar la inhibicion de las celulasas (da Silva
et al., 2016).

Las celulasas son de las principales enzimas lignoceluloliticas producidas por el hongo, estas
enzimas se encargan de hidrolizar la celulosa para liberar glucosas. Pero la glucosa al ser el producto
de la reaccion actiia como un regulador negativo, provocando una fuerte represion a la transcripcion
de los genes que codifican para las enzimas, para que dejen de liberar mas glucosas y este efecto
contintia hasta que la concentracion de glucosa en el medio disminuya (Nelson & Cox, 2009). Para
evitar este efecto desde el inicio, se utilizd glicerol como fuente de carbono, ya que el hongo es
capaz de utilizarlo y junto con la fuente de nitrogeno, se proporcionaron los nutrientes necesarios
para la produccion de enzimas. En la Figura 32 de Anexos, se puede observar un crecimiento del
hongo con glicerol, esta propagacion es necesaria ya que para la produccion enzimatica se necesita
una concentracion de biomasa microbiana considerable.

Para lograr la produccion enzimatica, no es suficiente con no agregar los represores de la
sintesis de las enzimas, sino que también se deben agregar inductores de la transcripcion de los
genes y con ello de la sintesis enzimatica. Un ejemplo en el caso de las celulasas, seria agregar
celulosa pura o carboximetilcelulosa al medio para que el hongo reconozca que hay celulosa y que
para obtener los azticares debe secretar las celulasas que hidrolicen la celulosa (Zahra et al., 2020).
En esta investigacion, se utilizo la harina de vaina de frijol obtenida en la molienda como inductor
en la produccion enzimatica ya que esta en su estructura contiene celulosa, asi como hemicelulosa,
lo cual pudo inducir la sintesis de hemicelulasas.

Para ello, se prepararon medios formulados con diferentes nutrientes y usando vaina de frijol
como Unica fuente de carbono. Como se puede observar en la Figura 16, hubo un crecimiento del
hongo en el medio con vaina de frijol (el micelio blanco que se observa en la parte superior). Esto
indica que se logro6 inducir la produccion de enzimas ya que para que creciera el hongo, este tuvo
que producir enzimas que hidrolizaran la vaina y que liberaran azicares que el hongo pudo
consumir para lograr su crecimiento.

Se prepararon tres medios con diferentes concentraciones de vaina de frijol para evaluar con
cual se mejora la produccion enzimatica, la composicion de los medios se encuentra en el Cuadro
2. Entre los componentes, vale la pena resaltar el Tween 80 que actudé como un surfactante que
mejora la produccion de enzimas ya que causa un cambio morfologico de una forma agregada a una
mas dispersa del hongo, lo que aumenta la accesibilidad a los nutrientes, también aumenta la
permeabilidad de las membranas, mejorando la secrecion de enzimas y promueve la liberacion de
enzimas unidas a las células (Lee et al., 2017).
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La urea actué como fuente de nitrégeno, al igual que la peptona, que proporciond los
aminoacidos necesarios para la sintesis de las proteinas esenciales del hongo, como de las enzimas
lignoceluloliticas que realizaron la hidrdlisis de la vaina de frijol. El fosfato de potasio es una
importante fuente de fésforo que se utiliza para la produccion de ATP y otros procesos metabolicos
regulatorios, todas las sales proporcionaron un balance osmotico e iones necesarios para el
crecimiento del hongo ya que actuan como cofactores en diferentes reacciones enzimaticas. El
ftalato de potasio se utilizé como buffer para regular el pH y finalmente, la vaina de frijol fue la
fuente de carbono que indujo la produccion de las enzimas lignoceluloliticas (Madigan et al., 2015).

Todos los medios tenian la misma composicion, la diferencia era la concentracion de vaina de
frijol, la cual fue de 12.5, 25 y 37.5 g/L. Estas concentraciones se determinaron durante la
experimentacion ya que originalmente se pensaba evaluar concentraciones del 5, 10y 15 % (m/v)
ya que (Zahra et al., 2020) optimizaron las condiciones de cultivo para la produccion de celulasas
y se obtuvo una mejor produccion con una concentracion del sustrato del 5 % (50 g/L). Sin embargo,
en ese estudio se utilizaron semillas de vaina de algodon, pero al querer utilizar esa concentracion
de vaina de frijol, era un volumen excesivo de vaina dado que su densidad es diferente. Por lo que
se tuvo que reducir la concentracion a una cantidad que permitiera una buena agitacion en los
Erlenmeyers.

A los medios de cultivo con vaina de frijol se les inocul6 el hongo propagado en los medios
con glicerol y en todos se observo su crecimiento, sin embargo, la produccion enzimatica no fue la
misma y esto era lo que se queria evaluar. Luego de las fermentaciones, se obtuvieron extractos
enzimaticos al centrifugar los medios de cultivo. La biomasa del hongo y la vaina de frijol al tener
una mayor densidad, sedimentaron en el fondo de los frascos de centrifugacion y las proteinas
liberadas quedaron en el sobrenadante, por lo que se descartaron los soélidos y el sobrenadante se
tomd como el extracto enzimatico como en otros estudios (Nanjundaswamy & Okeke, 2020;
Libardi et al., 2017).

Se midié la masa de los extractos obtenidos, asi como la concentracion de sélidos disueltos
luego de secar un volumen del extracto. La concentracion de sélidos es un indicador de la
produccion de enzimas, ya que estas no son volatiles y luego de secar el medio, estas quedan en el
recipiente, pudiendo cuantificarlas de forma indirecta. Estos resultados se encuentran en el Cuadro
3 y se puede observar que el medio con una concentracion de vaina de 12.5 g/L-1 fue el que tuvo
una mayor cantidad de s6lidos (28.1 1.4 g/L). Aunque todos los solidos disueltos no correspondan
a enzimas lignoceluloliticas ya que hay otras biomoléculas y sales presentes en el medio, se observa
que con esa concentracion de vaina aumenta la concentracion de so6lidos disueltos y coincide con
que es el extracto que tuvo un mejor desempeiio en cuanto a actividad enzimadtica, la cual tuvo un
valor medio de 0.298 + 0.037 FPU/mL.

La actividad enzimatica se puede observar en el Cuadro 4. Esta se midio utilizando el ensayo
estandar de papel filtro, el cual es especifico para celulasas y mide la cantidad de glucosa que se
libera de un papel filtro por la accion de celulasas luego de una hora a 50° C. La glucosa liberada
se cuantifica con el método DNS (ver metodologia).

Luego de haber llevado a cabo los ensayos de actividad enzimatica, se observo que el medio
de cultivo preparado con una concentracion de 12.5 g/L de vaina de frijol fue el que tuvo mayor
actividad. En el Cuadro 4 se observan diferentes resultados para la concentracion de 12.5 g/L, los
que tienen un 1 son resultados del mismo extracto, pero con mediciones en diferentes puntos para
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evaluar la variabilidad del método. En el Cuadro 42 de Analisis de error se puede observar que la
variacion es menor al 5 %, por lo que el método puede ser utilizado para hacer la determinacion de
la actividad enzimatica, sin que el error sea representado por el método.

El 2 y 3 son extractos que se obtuvieron con un medio con la misma concentracion, pero
posteriormente. Estos tuvieron una actividad menor lo cual se pudo deber a variaciones en el método
de extraccion de las enzimas principalmente. Como se menciond, el extracto se consideré como el
sobrenadante obtenido luego de la centrifugacion de los medios y se esperd a que las enzimas
quedaran libres en el sobrenadante. Sin embargo, es posible que las enzimas no hayan quedado
libres, sino que pudieron haber quedado unidas a la vaina de frijol ya que es el sustrato al cual se
unen para hidrolizarlo. Por ejemplo, las celulasas fungicas ademas de tener un sitio activo que
realiza la hidrolisis, tienen mddulos de union que se unen fuertemente al sustrato y pueden tener
hasta 9 subsitios para la union de los oligémeros (Payne et al., 2015).

Estas fuertes uniones de las enzimas al sustrato, ademas de la adsorcion fisica por existir una
interfase solido-liquido, pudieron haber impedido su separacion en el proceso de centrifugacion y
por ello pudieron haber quedado mas enzimas unidas a la vaina y menos en el extracto, explicando
la reduccion en la actividad enzimatica. De hecho, para obtener los extractos, en los recipientes de
centrifugacion se incluyd el medio de cultivo con la vaina de frijol, pero en una de las
experimentaciones (datos no mostrados) no se incluyo la vaina de frijol en los recipientes, sino que
solo se centrifugo el liquido del medio de cultivo y al medir la actividad enzimatica fue de 0. Esto
ayudaria a confirmar que hay una fuerte union de las enzimas al sustrato y que para extraerlas es
necesario inducir esa separacion, incluyendo la vaina en el proceso de centrifugacion y evaluando
la velocidad angular y el tiempo para lograr una mejor extraccion de las enzimas.

Dejando de lado la variacion entre los extractos obtenidos con la misma concentracion de
vaina de frijol, se puede observar que la de 12.5 g/L fue la que present6 una mayor actividad
enzimatica. Como se observa en la Figura 17, la actividad obtenida con las concentraciones de 25
y 37.5 g/L fue menor, incluso con valores similares a los obtenidos en los controles, lo cual indica
que a altas concentraciones de vaina se puede inducir una inhibicidn o bien, por la gran cantidad de
vaina en el medio, se pudo haber dificultado la transferencia de masa ya que todos tuvieron la misma
agitacion, y con ello fue mas dificil que el hongo produjera enzimas y que estas llegaran a la vaina
para hidrolizar los nutrientes necesarios para que el hongo creciera y siguiera produciendo enzimas.

Esto demuestra que no se hubieran obtenido resultados satisfactorios si se hubieran usado las
concentraciones originales de vaina (50, 100 y 150 g/L) ya que hubiera sido mucha vaina en el
medio y no se habria logrado una agitacién adecuada y con ello la transferencia de masa necesaria
para el proceso de hidrdlisis o bien se hubiera inducido una inhibicion del hongo. A partir de ello,
se podrian evaluar en futuras experimentaciones concentraciones menores a los 12.5 g/L y verificar
si con alguna se mejora la producciéon enzimatica.

En la Figura 17 las barras de error son del 15 % y se observa que para la concentracion de 12.5
g/L la actividad es mayor que las demas y significativamente mayor que el resultado de los
controles, en los cuales no se agrego el inoculo del hongo para diferentes concentraciones de vaina
y en uno no se agreg6d vaina de frijol. Esto comprueba que la actividad enzimatica se logra
unicamente cuando esta presente el hongo que produce las enzimas y cuando esta presente la vaina
para inducir la produccion de las enzimas ya que en los extractos de los controles mencionados no
se observo actividad enzimatica. Con esto, la concentracion de 12.5 g/L fue la que se utilizo para el
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resto de la experimentacion, tanto en las pruebas en biorreactor como en la hidrolisis enzimatica de
la vaina para la liberacion de azucares fermentables por levaduras.

En la investigacion también se buscaba evaluar el efecto que tiene realizar un pretratamiento
hidrolitico de la vaina de frijol en la liberacion de azicares fermentables en la hidrolisis enzimatica.
Para ello se sometio la vaina de frijol a hidrolisis alcalina con NaOH al 10 % a 45° C. Esto se realizd
porque tedricamente la hidrdlisis alcalina ayuda a remover la lignina presente en los residuos
lignoceluldsicos como la vaina de frijol, la cual puede interferir con la hidrolisis enzimatica. Esta
hidrélisis también causa el hinchamiento de la celulosa, disminuyendo la cristalinidad y
aumentando el area superficial para que sea hidrolizada por enzimas (Mussatto & Teixeira, 2010).

Con esto se esperaba obtener mejores resultados en la liberacion de azicares con la vaina
hidrolizada quimicamente que con la vaina sin hidrolizar. Sin embargo, como se observa en el
Cuadro 5, no hubo una diferencia significativa entre la cantidad de azlicares en forma de glucosa
liberados por la vaina hidrolizada quimicamente y por la vaina sin hidrolizar. Se midi6 la
concentracion de azicares liberados en diferentes instantes de tiempo a 3 muestras con cada tipo de
vaina y al analizar los intervalos de confianza obtenidos, con un porcentaje de confianza del 95 %,
se observa que hay un traslape en todos, lo cual indica que no hay una diferencia significativa y que
la hidrolisis alcalina realmente no tuvo un efecto positivo en la liberacion de aziicares fermentables.

En el Cuadro 6, se puede observar la conversion de la vaina de frijol en la produccion de
azucares reductores en forma de glucosa. De igual forma, se observa que no hubo una diferencia
significativa en la conversion de ambos tipos de vaina. En ambos casos la conversion es menor al
30 %, lo que indica que aun quedd una gran cantidad de vaina de frijol que no fue hidrolizada a
azucares reductores y esto se puede deber a que los azlicares liberados causaron una inhibicion en
las enzimas, disminuyendo la velocidad de reaccion o bien a que hay otros compuestos en la vaina
para los cuales no se lograron obtener enzimas hidroliticas, por ejemplo, para las cadenas de lignina,
la fraccion proteica de la vaina o carbohidratos especificos.

Algo que llama la atencion, es que los resultados tienen una dispersion considerable ya que
las desviaciones estandar tienen magnitudes cercanas a las de la media para la vaina sin hidrolizar
e incluso son mayores que la media en la vaina con hidrdlisis alcalina, lo cual explica por qué los
intervalos de confianza son amplios. Esto pudo deberse a que las reacciones se llevaron a cabo en
Erlenmeyers y para tomar la muestra de los azucares liberados, fue necesario detener las reacciones
y tomar una muestra con una micropipeta. Durante el muestreo pudo haberse dado una
contaminacién de los medios, haciendo que los resultados variaran ya que si algin microorganismo
ingres6 al medio este pudo haberse consumido los azucares, alterando las mediciones. De igual
forma, la variacion se pudo deber a que la vaina es un sustrato no homogéneo y pudo ser posible
que en algunos medios habia una mayor disponibilidad para hidrolizar aziicares que en otros. La
incertidumbre de la conversion también tiene valores considerables ya que se utilizé la desviacion
estandar del resultado a las 50 horas para la propagacion del error.

En la Figura 18 se puede observar graficamente la curva de liberacion de azacares reductores
en el tiempo para comprobar que no hubo una diferencia entre la vaina hidrolizada quimicamente
y la vaina sin hidrolizar. En la curva se observa que luego de las 24 h de reaccion, no hubo un
aumento considerable en la liberacion de azicares, lo cual se podria deber a una inhibicion de las
enzimas por los azlcares ya liberados, lo que causéd una disminucion en la velocidad de reaccion.
Las curvas tienen comportamientos similares y a partir de ellas se calculd la productividad
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enzimatica, con la pendiente de la recta tangente formada al inicio de las curvas, la cual fuede 2 g
de azicares en forma de glucosa por litro por hora, la cual es una medida de qué tan rapido aumentan
las enzimas la concentracion de azicares en el medio (Chukwuma et al., 2020).

Finalmente, para confirmar que no habia un efecto por la hidrolisis alcalina en la liberacion de
azucares en la hidrélisis enzimatica, se utilizaron extractos enzimaticos con menor actividad para
verificar que los resultados anteriores no dependian de la actividad de las enzimas si no del tipo de
vaina utilizada. De igual forma, se hicieron diferentes mediciones de los azucares liberados en el
tiempo y los resultados se encuentran en la Figura 19. En ella se observa que incluso hay una mayor
liberacion de azuicares en la vaina sin hidrdlisis alcalina, lo cual demuestra que en el proceso no es
necesaria una hidrolisis alcalina de la vaina de frijol utilizada en este estudio, lo cual es algo positivo
ya que se ahorrarian costos y tiempo tanto en el proceso de hidroélisis, como en la recuperacion de
la vaina seca luego de la hidrdlisis y del manejo de los quimicos que quedaron en el liquido
hidrolizado.

La razén por la cual no se obtuvo el resultado esperado con la hidrolisis alcalina se pudo deber
a que durante el proceso de hidrolisis se disuelve la lignina, lo cual es el objetivo, pero en este
proceso se producen compuestos fendlicos que pudieron haber quedado unidos a la vaina de frijol
luego del filtrado y lavado y que pudieron haber actuado como inhibidores de las enzimas y por
ello no se obtuvo una mayor produccidon de azucares. Ademas, es posible que si se haya liberado
mas glucosa por la disminucién en la cristalinidad de la celulosa con la vaina hidrolizada. Sin
embargo, en la hidrdlisis alcalina también se remueve parte de la hemicelulosa, por lo que esos
azacares se perdieron en el proceso de filtrado y lavado y no se cuantificaron en la hidrolisis
enzimatica, mientras que con la vaina sin hidrolisis quimica, la hemicelulosa estaba intacta y en el
extracto pudieron haber enzimas que causaron su hidrolisis y liberaron azicares reductores como
glucosa, galactosa, xilosa, entre otros que son detectables por el método DNS usado para la
cuantificacion de azucares. Esto hizo que no se observara una diferencia significativa al usar el
extracto con mayor actividad y que se observara una mayor liberaciéon de azicares de la vaina sin
hidrolizar al usar el extracto con menor actividad (Nimbalkar et al., 2017).

En la investigacion también se buscd evaluar una sacarificacion y fermentacion simultanea
usando las enzimas lignoceluloliticas obtenidas y levaduras para producir etanol a partir de la vaina
de frijol como fuente de carbono. En muchos estudios se ha realizado la hidrélisis de residuos
lignoceluloliticos para obtener azucares y luego usar esos azucares para producir etanol en un
reactor diferente como (Idris et al., 2017) que obtuvieron un 76.8 % de conversion en el proceso
SHF. Sin embargo, el objetivo de esta investigacion era usar el método SSF en el cual en el mismo
reactor se hace la hidrdlisis de la vaina y crecen las levaduras aprovechando los azucares para
producir etanol.

La razén por la cual se escogio este método es porque tiene la ventaja de que los azicares
producidos en la hidrélisis enzimatica son consumidos por las levaduras tan pronto como se liberan,
manteniendo una baja concentracién en el medio, evitando la inhibicién de las enzimas y la
contaminacioén con otros microorganismos. Ademads, las levaduras pueden desintoxicar el medio
que puede contener inhibidores provenientes de la lignocelulosa, aumentando la actividad de las
enzimas y con ello la produccién de etanol, asi como se reducen los costos de usar 2 reactores
diferentes y de purificar los aztcares obtenidos en el primer reactor (Galbe & Zacchi, 2014).
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Se realizaron fermentaciones SSF en Erlenmeyers cerrados con deflectores usando vaina de
frijol hidrolizada quimicamente y vaina sin hidrolisis alcalina para evaluar si la hidrolisis alcalina
mejora la produccion de etanol en el sistema SSF. En el Cuadro 7 se pueden observar las
concentraciones de glucosa, fructosa y etanol finales luego de la fermentacion SSF por 72 horas.
Se observa que en promedio se obtiene una mayor produccion de etanol utilizando la vaina sin
hidrolisis alcalina, pero al tomar en cuenta los intervalos de confianza, se observa que no hay una
diferencia significativa en la produccion de etanol.

Estos resultados van de la mano con lo discutido anteriormente en cuanto a la liberacion de
azucares con la vaina hidrolizada y la vaina sin hidrolizar. Como no se observd diferencia
significativa en cuanto a la liberacion de azicares, no se esperaba tener una diferencia significativa
en cuanto a la produccion de etanol ya que la levadura necesita los azucares fermentables para
metabolizarlos en etanol. El promedio de la produccion de etanol es mayor con la vaina sin
hidroélisis alcalina, lo cual se puede deber a que la vaina hidrolizada quimicamente haya perdido
azucares en el proceso de lavado y filtrado pero principalmente a que pudieron haber quedado en
la vaina compuestos fenolicos de la lignina que pudieron causar una inhibicion tanto en las enzimas
lignoceluloliticas como en las levaduras, dificultando su crecimiento y produciendo una menor
cantidad de etanol (Nimbalkar et al., 2017). Sin embargo, esto no tuvo tanto efecto ya que como se
menciond, las levaduras tienen la capacidad de desintoxicar el medio de estos inhibidores y por ello
no hubo una diferencia significativa estadisticamente en cuanto a la produccion de etanol,
comprobando una de las ventajas de utilizar el método SSF (Galbe & Zacchi, 2014).

Para esta fermentacion también se prepararon diferentes controles para comprobar que la
produccion de etanol se debia a la hidrélisis enzimatica de la vaina y la conversion de azicares a
etanol por las levaduras. Como se puede observar en el Cuadro 7, los resultados para los diferentes
controles tienen una menor concentracién de etanol que la obtenida con la vaina hidrolizada
quimicamente y la vaina sin hidrolizar en los extremos inferiores de los intervalos, lo que indica
que la produccién de etanol es mayor cuando estd presente la vaina de frijol, enzimas para su
hidrolisis y levaduras para fermentar los azlicares en etanol. Sin embargo, las concentraciones de
etanol en los controles no fueron de 0.000 % (m/v).

En los controles sin levadura se observo presencia de etanol, este pudo estar presente en el
extracto enzimatico utilizado, ya que previamente se ha observado que 7. harzianum es capaz de
producir etanol al fermentar celulosa (Stevenson & Weimer, 2002). Como para producir los
extractos enzimaticas el hongo crecié en medios con vaina de frijol, es posible que el medio se haya
quedado sin oxigeno y que el hongo haya utilizado parte de los azucares liberados para producir
etanol, el cual es el etanol presente en los controles. Por otro lado, en los controles sin los extractos
enzimaticos también se observo presencia de etanol, este pudo haberse producido luego de que las
levaduras fermentaran los azicares que pudieron haber permanecido en el medio de cultivo del
indculo, el cual contenia glucosa, pero la concentracion fue mayor con la vaina hidrolizada
quimicamente, lo cual puede indicar que con esta hidrolisis si se liberan aziicares fermentables que
las levaduras pueden aprovechar para producir etanol. El etanol producido en el control sin vaina
pudo provenir tanto del extracto enzimatico como de la fermentacioén de la glucosa residual en el
in6culo de levadura.

Finalmente, se puede observar que con la vaina de ftijol sin hidrolisis alcalina se obtiene una
concentracion final de glucosa mayor que en los medios con vaina hidrolizada quimicamente. Esto
puede confirmar que en la hidrdlisis alcalina se liberan compuestos que pueden inhibir a las
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celulasas y por ello hay una menor concentracion final de glucosa. Por otro lado, los medios con
vaina hidrolizada tienen una concentracion final mayor de fructosa, lo que pude indicar que en la
hidrolisis alcalina se facilita la liberacion de fructosa de la vaina de frijol.

Para evaluar si los resultados mejoran a una mayor escala y a condiciones mas controladas, se
llevaron a cabo fermentaciones para la produccion de las enzimas utilizando al hongo 7. harzianum
con vaina de frijol y para la produccién de etanol usando el método SSF en un biorreactor de 1 L.
Primero se llevd a cabo la produccion de las enzimas lignoceluloliticas usando las mismas
condiciones que en las pruebas en Erlenmeyers y la concentracion de vaina de frijol de 12.5 g/L.
La diferencia es que en el biorreactor se logré una mejor agitacion gracias a las 2 turbinas de 6
palas, las cuales ayudaron a que hubiera una mejor transferencia de masa en el medio. Sin embargo,
estas turbinas también causaron un mayor esfuerzo cortante que el existente en el agitador orbital,
lo cual hizo que el micelio del hongo se rompiera y que quedara distribuido en todo el medio y no
solo en la parte superior como en los Erlenmeyers, lo cual pudo haber disminuido la producciéon
enzimatica si hubo un dafio considerable al micelio.

La otra principal diferencia es que el biorreactor permitié tener un flujo de ingreso de aire al
medio. Esto es importante ya que el hongo es un organismo aerdbico que necesita oxigeno para
producir energia y llevar a cabo sus funciones metabodlicas como la sintesis de las enzimas
lignoceluloliticas y un flujo de aire ayudaria a aumentar esta produccion. Sin embargo, la aireacion
del biorreactor se hizo de forma manual una vez al dia, tratando de alcanzar la concentracion de
oxigeno disuelto del 30 % (indicada en el sensor). Esta concentracion solo se alcanz6 en el momento
que se aireo el sistema, pero no fue una concentracion constante ya que el biorreactor no tenia los
ajustes necesarios para un flujo continuo de aire.

Por ejemplo, era necesario encender manualmente el compresor del laboratorio para el
suministro de aire y posteriormente se debia abrir la valvula que permite el paso del aire comprimido
al biorreactor. El aire pasa por una manguera conectada a un filtro, pero esta manguera solo es
adecuada para presiones minimas ya que al aumentar el flujo la manguera se hinchaba y podia
explotar. El equipo cuenta con un rotametro para calibrar y regular el flujo, sin embargo, al
disminuirlo se aumentaba la presion en la manguera, por lo que era necesario abrir levemente la
valvula que permitia el paso de aire al equipo, la cual es una valvula de bola y no es adecuada para
regular el flujo, sino que debe usarse completamente abierta para una operaciéon continua.
Finalmente, al dejar mucho tiempo el flujo de aire, se comenzaban a generar burbujas en el
biorreactor, las cuales formaban una espuma que llenaba el equipo y comenzaban a salirse por la
salida de gases en la parte superior. Esto impidi6é un flujo constante de aire e hizo que se tuviera
que airear manualmente. Sin embargo, no fue posible monitorear personalmente todo el dia al
biorreactor, por lo que la concentraciéon de oxigeno en el medio no fue constante y de hecho fue
disminuyendo hasta el siguiente dia, en el cual se observaba una concentracion del 0 %. De hecho,
es posible que la mayor parte del tiempo la concentracion de oxigeno haya sido baja ya que luego
de la aireacion comenzaba a decrecer y era complicado alcanzar esa concentracion por las razones
mencionadas y porque el aire no es soluble en los medios de cultivo, por lo que se tendria que haber
aumentado la agitacion para aumentar la transferencia de masa, pero eso también habria aumentado
el esfuerzo cortante que sufriria el hongo (da Silva et al., 2016).

Luego de llevar a cabo la fermentacion en el biorreactor y de obtener el extracto enzimatico,
se determino que el extracto obtenido tuvo una concentracion de solidos de 35.5 + 1.8 g/L, la cual
es mayor a la obtenida en las pruebas en Erlenmeyers (ver Cuadro 3), indicando que probablemente
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se produjo una mayor cantidad de enzimas y aziicares. La actividad enzimatica del extracto obtenido
tuvo un intervalo de confianza de 0.178 & 0.002 FPU/mL (ver Cuadro 8). Esta actividad es mayor
a la obtenida en las pruebas en Erlenmeyers a excepcion del medio 1 con concentracion de 12.5
g/L. Esto indica que aumento la actividad respecto al resto de medios lo cual se pudo deber a la
aireacion proporcionada, sin embargo, no fue mayor que la obtenida en el medio 1 mencionado
posiblemente por el esfuerzo cortante que dafi6 el micelio del hongo y que pudo haber disminuido
la produccion de enzimas. Otro aspecto que pudo haber influido en la actividad fue la extraccion ya
que como se menciond, es posible que las enzimas se hayan quedado unidas a la vaina de frijol.

En un estudio en el que optimizaron la produccion de celulasas extracelulares usando Tween
80, la actividad enzimatica fue de 0.5 FPU/mL (Lee et al., 2017), lo cual es similar a lo obtenido en
este estudio, sin embargo (da Silva ef al., 2016) obtuvieron celulasas con una actividad de 2.27 £+
0.37 FPU/mL. Los resultados de este estudio fueron mayores ya que realizaron una optimizacion
de las condiciones de produccion, variando el inductor, las concentraciones y temperaturas.
Ademas, la estrategia de produccion fue por lote alimentado, lo cual aumento la produccion ya que
se fue agregando con el tiempo la biomasa lignocelulésica que indujo la produccion de enzimas,
evitando la inhibicidén que puede ocurrir al agregar toda desde el inicio. Ademas, en el experimento
si pudieron tener un flujo constante de aire, lo cual no se realizé en el experimento y por ello la
actividad enzimatica fue menor.

Ademas, se determiné la concentracidon de glucosa presente en el extracto enzimatico y esta
fue del 0.040 = 0.003 % (m/v) (ver Cuadro 8). La presencia de glucosa confirma la actividad de las
celulasas en el extracto ya que no se agrego nada de glucosa para la preparacion del medio inductor
de la produccion de celulasas en el biorreactor ni en el pre-indculo del hongo. Por lo que esta
concentracion es la glucosa residual de la que utilizo el hongo para crecer y seguir produciendo
enzimas. Ademas de las celulasas, 7. harzianum es capaz de secretar hemicelulasas como xilanasas,
mananasas, xilosidasas, arabinofurosidasas, manosidasas, galactosidasas, carboxilesterasas y
monooxigenasas liticas de polisacaridos (Zhang et al., 2020). Sin embargo, la actividad o presencia
de estas enzimas en el extracto obtenido no fue cuantificada ya que no se contaba con los reactivos
necesarios, por lo que se recomienda cuantificar la actividad de estas enzimas en estudios
posteriores ya que estas enzimas pueden hidrolizar la hemicelulosa y producir otros azicares
fermentables.

Finalmente, se llevd a cabo una sacarificacion y fermentacion simultdnea (SSF) en el
biorreactor de 1 Lutilizando vaina de frijol a una concentracion de 12.5 g/L, un indculo de levaduras
y el extracto enzimatico a las mismas condiciones que las fermentaciones en los Erlenmeyers con
deflectores. Esta fermentacion se llevo a cabo por un tiempo de 88 horas durante las cuales se
tomaron muestras a diferentes tiempos. Al final de la fermentacion se tomaron muestras del
biorreactor en diferentes puntos y se obtuvo una concentracion final promedio de sacarosa del 0.018
% (m/v), de glucosa del 0.016 % (m/v), de fructosa del 0.034 % (m/v), los cuales no se habian
agregado al fermentador y de etanol del 0.136 % (m/v) que equivale a una concentracion de 1.36
g/L (ver Cuadro 9). Esto indica que se logr6 llevar a cabo exitosamente la sacarificacion y
fermentacion simultanea ya que originalmente no se habian agregado azucares al medio ni etanol.
(El extracto enzimatico utilizado tenia un 0 % de etanol ya que el hongo no estuvo en condiciones
anaerobicas por la aireacion del biorreactor). Por lo que las enzimas del extracto enzimatico fueron
capaces de hidrolizar la vaina de frijol y los aztcares liberados fueron consumidos por las levaduras
para producir etanol.
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La concentracion de etanol obtenida es mas del doble de la obtenida en la fermentacion en
Erlenmeyers, lo cual se puede deber a que en el biorreactor se pueden mantener las condiciones
anaerdbicas con mayor control ya que el equipo se encuentra sellado y la salida para gases estaba
tapada superficialmente con papel aluminio, permitiendo la salida del dioxido de carbono
producido, pero impidiendo la entrada de aire. Por la produccion del diéxido de carbono la presion
en el biorreactor era mayor, por lo que habria inicamente un flujo hacia afuera y no una entrada de
aire externo. Ademas, el agitador con las 2 turbinas mejor6 la agitacion del medio al tener patrones
de flujo radiales y axiales que permitieron una mayor transferencia de masa para que las enzimas
llegaran a la vaina y que luego los azucares liberados llegaran a las levaduras en comparacion con
el agitador orbital.

Al terminar la fermentacion también se centrifugoé el medio para recuperar la vaina de frijol y
luego de secarla se cuantifico para determinar el rendimiento en la produccion de etanol, el cual fue
del 39.3 + 11.2 %, lo que significa que por cada 100 gramos de vaina consumida se producen 39.3
g de etanol. Este valor pudo haber sido aun mayor ya que al momento de separar la vaina de frijol
del medio liquido para secarla, una parte de la vaina se perdio, por lo que realmente hubo un menor
consumo de vaina y por ende el rendimiento pudo ser mayor.

En comparacion con otros estudios, (Kelbert et al., 2016) obtuvieron una concentracion final
de etanol de 54 g/L en un sistema SSF usando madera de eucalipto y (Liu et al., 2014) obtuvieron
una concentracion final de 59.8 g/L con un rendimiento del 77.2 % usando rastrojo de maiz
pretratado. En estos estudios se obtuvieron mejores resultados ya que se hicieron optimizaciones
de los procesos, por ejemplo, en el primero se evaluaron diferentes situaciones de estrés como la
presencia de compuestos inhibidores, altas temperaturas y alta carga de solidos y se observo que la
combinacion de temperatura y la carga de so6lidos fueron las variables mas significativas en la
produccion de etanol. Por otro lado, en el segundo estudio se optimizo la carga del sustrato
agregado, la concentracion de las enzimas afadidas, la cual fue mayor que en dicho estudio y se
utiliz6 una levadura tolerante a altas temperaturas y al etanol, lo cual aument6 el rendimiento del
proceso ya que las enzimas tienen una mayor actividad a temperaturas cercanas a los 40° C.

El tnico estudio encontrado en el que se utilizé un sustrato similar a la vaina de frijol fue el
de (Upendra et al., 2013) en el que usaron vainas de frijol, envoltura de semilla y vainas de arveja,
las cuales fueron pretratadas con acido y sacarificadas usando un consorcio de cepas del hongo
Aspergillus. Con esto obtuvieron 90 g de glucosa por kg de residuo, la cual fue consumida por S.
cerevisiae para obtener una producciéon de etanol de 250 mL / kg de residuo que equivale a un
rendimiento de 0.197 g/g de residuo. Este es un sistema SHF ya que la hidrdlisis del sustrato se
hace en un medio separado al de la fermentacion. Esto demuestra la ventaja del método SSF ya que
en la presente investigacion el rendimiento fue casi el doble (0.393 g etanol/g de vaina) (ver Cuadro
9) sin haber optimizado el proceso, lo cual se debe a las ventajas mencionadas previamente.

En la fermentacion también se fue registrando el crecimiento de las levaduras usando un
conteo celular con la camara de Neubauer. El conteo fue calibrado con el peso seco de las levaduras
para hallar la concentracion de levaduras en g/L y al final de la fermentacion se tuvo un rendimiento
de 0.699 + 0.295 g de levadura/g de vaina, lo cual se podria expresar como un rendimiento del 70
%. Esto indica que las levaduras fueron capaces de consumir los azlicares liberados en la hidrolisis
de la vaina para producir etanol y para reproducirse y aumentar su poblacion.
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En la Figura 20 se puede observar como fueron cambiando en el tiempo las concentraciones
de levadura, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol. Se observa que las levaduras tienen una tipica
curva de crecimiento inicial, la cual se puede observar mejor en la Figura 21, donde se grafico el
logaritmo de la concentracion de las levaduras y puede observarse al inicio una fase lag donde se
adaptan las levaduras al medio de cultivo ya que no hay un aumento considerable en la poblacién
entre las 0 y 10 horas. De las 10 a las 22 horas se observa la fase de aceleracion ya que comienza a
aumentar en mayor cantidad la concentracion celular. De las 22 a las 70 horas se considero la fase
exponencial de crecimiento ya que hay un mayor aumento en la concentracion de células y en la
curva logaritmica se puede observar un comportamiento lineal, caracteristico de la fase
exponencial. Luego se observa la fase de desaceleracion ya que hay un cambio en la concavidad de
la curva y la velocidad a la que crecen las células es menor.

Con los datos de la fase exponencial se calculo la velocidad especifica de crecimiento y se
utiliz6 un valor promedio para calcular el tiempo de generacion de las levaduras en la fermentacion,
el cual fue de 17.81 £ 1.51 horas. Este valor es mayor al que se reporta generalmente para las
levaduras (1.5 a 2 horas) (Madigan et al., 2015). Sin embargo, este valor se consigue en medios de
cultivo especializados para el crecimiento de S. cerevisiae a su temperatura 6ptima de crecimiento
(25-30° C), mientras que en este estudio la levadura no tenia una alta concentracion de azilicares
para crecer, sino que tenia que esperar a que fueran hidrolizados por las enzimas, el medio no era
homogéneo ya que la vaina al ser un sustrato soélido dificult6 la transferencia de masa para que las
enzimas llegaran a la vaina y luego los azicares a las levaduras, es posible que en la vaina hayan
compuestos que inhiban el crecimiento de las levaduras y se trabajé a una temperatura ligeramente
mayor (34° C) ala temperatura 6ptima de la levadura ya que las enzimas tienen una mayor actividad
a altas temperaturas y se tuvo que escoger un valor que estuviera entre el 6ptimo del crecimiento
de las levaduras y de la actividad enzimatica (40 a 50° C), lo que muestra la desventaja del método
SSF. Todos estos factores hicieron que las levaduras crecieran mas lento de como lo harian en un
medio especializado para ellas. En la Figura 21 también se obtuvo la pendiente de la recta tangente
a la curva de crecimiento con la cual se obtuvo la productividad del crecimiento que fue de 0.028
g/L*h, esto también ayuda a mostrar que el crecimiento fue mas lento por las razones mencionadas.

Aunque el crecimiento fue lento, las levaduras estaban vivas y reproduciéndose, de hecho, en
el Cuadro 36 de Datos calculados se puede observar que, durante todo el tiempo de la fermentacion,
el porcentaje de viabilidad de las células fue mayor al 95 % lo que indica que las células podian
aprovechar los aziicares liberados por las enzimas y aunque pudo haber inhibidores en la vaina, no
eran letales. Por esto mismo y por el lento crecimiento, durante el tiempo de la experimentacion,
no se logrd observar la fase estacionaria en la cual no hay un cambio en la concentracion celular ya
que las células se reproducen a la misma tasa que mueren, ni la fase de muerte.

Esto también se debe a que nunca se agotd la concentracion de azicares en el medio. En la
Figura 20 se puede observar que a diferencia de las tipicas curvas de crecimiento en las que la
concentracion celular y el producto (etanol) aumentan mientras que la concentracion del sustrato
limitante (glucosa) decae; en el biorreactor la concentracion inicial de azcares era nula y hasta que
las enzimas lograron hidrolizar la vaina se liberaron azucares, para aumentar su concentracion, esto
coincidid con el tiempo en el cual las levaduras comenzaron a aumentar su concentracion. Luego
los azticares no disminuyeron, sino que se mantuvieron en valores constantes (sacarosa y glucosa)
a lo largo del tiempo, mientras que la concentracion de levaduras seguia en aumento. Esto indica
que se liberaban azicares a la misma tasa que eran consumidos por las levaduras. La fructosa
muestra concentraciones mayores, lo cual se debe a que las levaduras tienen una menor afinidad a
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ella que a la glucosa y a la sacarosa que hidrolizaron para producir glucosa. Cuando tuvo un mayor
aumento la concentracion celular fue cuando decay6 la concentracion de fructosa, pero
posteriormente aumento ya que se liberd una mayor cantidad de la vaina que la consumida por las
levaduras.

Esto indica que la fermentacion pudo haber continuado por mas tiempo para que las enzimas
siguieran hidrolizando la vaina de frijol y la levadura al consumir los azucares evitar la inhibicion
de las enzimas, mientras continua el crecimiento de las levaduras y la produccion de etanol. Sin
embargo, la concentracion de etanol no tiene el mismo crecimiento que el de las levaduras, lo cual
muestra un crecimiento no asociado. Esto se puede deber a que se utiliz6 levadura comercial para
la elaboracion de pan y no una cepa industrial que produzca altas concentraciones de etanol. Por
ello en futuras experimentaciones se recomienda utilizar cepas que puedan producir grandes
concentraciones de etanol y que tengan una buena tolerancia a este compuesto. Incluso se podrian
utilizar cepas modificadas genéticamente para que no solo fermenten hexosas como la glucosa, sino
que también fermenten pentosas como la xilosa que forma parte de la hemicelulosa y con ello
aprovechar todos los azlcares liberados en la hidrolisis enzimatica. S. cerevisiae podria ser
modificada para que tenga genes que codifiquen para xilosa reductasa (XR), xilitol deshidrogenasa
(XGH) y xiluloquinasa (XK), los cuales permiten la fermentacion de la xilosa (Olofsson et al.,
2008).

En los cromatogramas encontrados en Anexos, se observan picos con una gran area, estos
pueden corresponder por el tiempo de retencidon a sacarosa presente en el medio o bien a celobiosa
que son dos glucosas unidas por un enlace beta, formadas por la hidrélisis parcial de la celulosa.
Como no se tenian estandares para estos compuestos no se puede asegurar con certeza, de igual
forma, es posible que el pico correspondiente a la glucosa se haya traslapado con el de la galactosa
y que el de la xilosa y arabinosa se hayan traslapado con el de la fructosa ya que estos compuestos
suelen estar presentes en la vaina de frijol y el hongo utilizado puede producir enzimas para
hidrolizar la vaina en estos compuestos (Kamarudin & Gan, 2016). Determinar esto es importante
ya que, si se identifica la presencia de estos compuestos en la fermentacidn, seria necesario
modificar a las levaduras para que puedan asimilar estos compuestos.

En el proceso también seria importante determinar si la sacarificacion y fermentacion
simultanea es la mejor estrategia o bien si es mejor hacer los procesos por separado. La ventaja de
la sacarificacion y fermentacion simultanea es que evita la inhibicion de las enzimas por los
azucares ya que son consumidos en el tiempo por las levaduras, lo cual también evita
contaminacién, asi como las levaduras pueden eliminar inhibidores para las enzimas. La otra
ventaja es que no es necesario purificar un hidrolizado para luego ingresarlo al reactor de la
produccion de etanol, lo cual tiene mayor riesgo de contaminacion (Galbe & Zacchi, 2014).

El mayor inconveniente de esta estrategia es que el tiempo de generacion de las levaduras es
muy grande en comparacion con otros tiempos reportados, por lo que la produccion de etanol es
mas lenta en parte porque no se opera a la temperatura 6ptima de las levaduras y estas deben esperar
a que se liberen azicares, lo cual tampoco sucede de forma rapida ya que las enzimas no operan a
su temperatura Optima, mientras que, al realizar los procesos por separado, ambos pueden ser
optimizables. Por ello, para aprovechar las ventajas de la sacarificacion y fermentacion simultanea
seria necesario utilizar levaduras que sean tolerantes a temperaturas cercanas a los 45° C para operar
cerca de la temperatura Optima de las enzimas y con ello lograr una liberacion de aziicares mas
rapida y tener un mejor crecimiento de las levaduras y con ello la produccion de etanol. El uso de
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estas levaduras tiene también las ventajas de una reduccion de contaminacion y costos de
enfriamiento, mayor viabilidad, actividad metabolica y velocidad de fermentacion, mayor
mantenimiento de un ambiente anaerobico ya que disminuye la solubilidad del oxigeno, disminuye
la viscosidad del medio de fermentacion y hay una menor lisis celular, con lo que se ha producido
tolerancia de etanol de hasta 96.7 g/L con crecimiento de 40 a 45° C (Mejia et al., 2016).

Finalmente, para llevar a cabo todo el proceso presentado en esta investigacion usando un solo
microorganismo, se podria modificar genéticamente a una levadura para que no solo sea capaz de
metabolizar pentosas y tolerar altas temperaturas y concentraciones de etanol, sino que también
posea genes que le permitan producir enzimas lignoceluloliticas como las celulasas y hemicelulasas
para que no tenga que haber una produccion previa con un hongo micelar, el cual es mas dificil de
cultivar, ni sea necesaria una extraccion de las enzimas, sino que en un solo biorreactor la levadura
podria ser inducida por un sustrato lignoceluldsico para producir enzimas hidroliticas y que con
ellas se liberen azicares que puedan aprovechar las levaduras para crecer y para producir etanol en
un bioproceso consolidado.

Estas levaduras también deben ser resistentes contra el estrés que se generaria por la presencia
de los inhibidores liberados durante el proceso de hidrélisis. Los métodos de expresion de celulasas
que se han evaluado en levaduras incluyen la secrecion de las enzimas, la expresion de las enzimas
en la superficie de la célula y la expresion de un celulosoma, que es un andamio de enzimas, en el
cual las enzimas estan unidas a un complejo en el exterior de la célula y al acercarse el sustrato se
da una conversion mas rapida por la cercania de las enzimas. Con estos métodos se han obtenido
concentraciones de etanol desde 1 hasta 43.1 g/L usando diferentes sustratos celuldsicos y
productividades volumétricas de hasta 0.599 g/L*h (Oh & Jin, 2020).

Tanto en la produccion enzimatica como en la fermentacion y sacarificacion simultanea en el
biorreactor se observaron mejoras en comparacion con los resultados en Erlenmeyers. La diferencia
de resultados entre las escalas se pudo deber principalmente a que los procesos estuvieron mas
controlados por los sensores del equipo que permitieron un mejor control de la temperatura y del
pH de las fermentaciones. En el caso de la produccion enzimaética la posibilidad de suministrar aire
al medio mejoro el crecimiento del hongo al ser aerdbico y con esto la produccion de enzimas
lignoceluloliticas. Finalmente, la agitacion tuvo el efecto més importante en el aumento de escala
en ambas fermentaciones ya que tanto en la produccion de enzimas como en la produccién de etanol
habia un sustrato so6lido en el medio, lo cual dificultaba la transferencia de masa de todos los
componentes tanto al hongo como a las levaduras.

En los Erlenmeyers la agitacion del agitador orbital no era suficiente ya que la mayor parte de
la vaina de frijol y la biomasa de las levaduras se sedimento en la parte inferior de los Erlenmeyers,
lo cual dificult6 que las enzimas llegaran a la vaina y que luego los azuicares liberados llegaran tanto
al hongo para crecer y producir mas enzimas como a las levaduras para producir etanol. Por otro
lado, en el biorreactor el agitador con las 2 turbinas mejor6 la agitacion del medio al tener patrones
de flujo radiales y axiales que permitieron una mayor transferencia de masa al tener una mayor
distribucion de la vaina, del hongo y de las levaduras en todo el reactor para que las enzimas llegaran
a la vaina y que luego los azlcares liberados llegaran a las levaduras y al hongo. En el caso de la
produccion enzimatica, la agitacion también favorecid que hubiera una mejor transferencia de
oxigeno por todo el biorreactor ya que el aire ingresaba por la parte inferior y el agitador permitid
que el oxigeno estuviera en todo el medio y no solo en la parte superior como en el agitador orbital.
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El aumento de escala podria sugerir rendimientos mayores en el proceso, pero para llevar a
cabo las reacciones a una mayor escala es importante primero optimizar la condiciones de las
fermentaciones a menor escala como las temperaturas, pH, flujo de aire al biorreactor para la
produccioén enzimatica, concentracion de vaina, de los indculos, de los extractos enzimaticos
dependiendo de la actividad y la agitacion. Al hacerlo es necesario realizar estudios cinéticos con
las condiciones 6ptimas para obtener modelos que permitan predecir tanto el crecimiento del hongo,
la produccién de enzimas, la liberacion de azicares en la hidrolisis enzimatica, el crecimiento de
las levaduras y la produccion de etanol. Esto es importante porque permite predecir lo que sucede
en la reaccion y al monitorear el proceso verificar que se esté dando de la forma esperada. Pero
también permitiria determinar el tiempo de reaccion o espacio-tiempo que las particulas deben pasar
dentro del reactor para dimensionar el tamafio del biorreactor necesario al tener el flujo a tratar
(Levenspiel, 1999).

Al tener el tamafio del reactor es importante determinar el tamafio y potencia del agitador ya
que de este dependera que haya una agitacion que permita una adecuada transferencia de masa y
homogeneizacion de todo el medio. Lo mas comin es que se mantenga la relacion
potencia/volumen que se usoé en una menor escala constante a mayor escala. El inconveniente de
hacerlo es que también podria aumentar de forma considerable el esfuerzo cortante que ejerce el
agitador sobre el hongo para la produccion enzimatica y sobre las enzimas en la hidrdlisis. Esto
podria causar dafio a la estructura del hongo impidiendo un crecimiento adecuado y con ello la
produccioén de enzimas, asi como estas podrian desnaturalizarse y perder actividad. Por ello,
también es importante reducir el esfuerzo cortante para evitar estos dafios y para mantener una
agitacion apropiada se podria mantener constante la relacion velocidad*diametro del agitador al
conocer el tamafio del reactor final. Para ello también es importante a una menor escala hacer
pruebas para conocer qué tanto se puede aumentar la velocidad sin que el dafio sea considerable
(McCabe et al., 2007).

Finalmente, para dimensionar de forma adecuada los biorreactores y el resto del proceso, es
necesario realizar de forma adecuada los balances de masa de ambas reacciones. En la Figura 77 y
78 de la seccion de Anexos, se pueden observar los balances para la produccion de enzimas y para
la sacarificacion y fermentacion simultanea respectivamente. En el primero se puede observar el
ingreso de oxigeno, de la vaina de frijol, de los s6lidos en el medio de cultivo y la biomasa del pre-
indculo del hongo y en la salida se observa el diéxido de carbono, los solidos disueltos en el medio
incluyendo azucares reductores, sales, enzimas y azicares no reductores, ademas de la vaina
residual y la biomasa del hongo formada. En el balances se puede observar que los solidos disueltos
pasaron de 15.621 g a 35.5 g, lo cual indica que la vaina de frijol fue utilizada para liberar azicares
y que estos fueron consumidos por el hongo para liberar otras biomoléculas como las enzimas
lignoceluloliticas. Pero para tener un mejor control y definir de mejor manera las etapas previas y
posteriores a la fermentacion, seria necesario tener una mejor caracterizacion de todos esos solidos
para hacer un mejor balance y cuadrar no solo la masa total sino las especies atomicas. De hecho,
por no poder balancear los atomos, en el balance aparece una incognita ya que no fue posible medir
ni el diéxido de carbono producido, ni el oxigeno que ingresé al equipo y fue aprovechado por el
hongo y por ello la variable se encuentra en ambas especies para balancear la masa aunque es
importante resaltar que el oxigeno del diéxido de carbono no proviene del oxigeno en la
alimentacion ya que este es usado para producir agua, sino que proviene del oxigeno en las
biomoléculas consumidas por el hongo (Nelson & Cox, 2009).
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En la sacarificacion y fermentacion simultanea si fue posible realizar el balance, en el cual
ingreso la vaina de ftijol, los so6lidos del medio de cultivo, la levadura del in6culo y los sélidos en
el extracto enzimatico para obtener luego de la fermentacion el etanol, los sélidos disueltos que
incluyen glucosa, fructosa, sacaros, sales y otras biomoléculas como las enzimas lignoceluloliticas,
asi como la vaina residual y la biomasa formada de levaduras. El didéxido de carbono producido en
la reaccion para producir etanol y para el mantenimiento celular no fue medido, pero se determind
con el balance del resto de componentes. Se observa que se logrd producir etanol y azlicares a partir
de la vaina, pero de igual forma es importante caracterizar todos los sélidos disueltos para las etapas
de purificacion posteriores.

Para poder aplicar todo el proceso a una escala industrial seria importante determinar todas las
operaciones unitarias ligadas a este, por ejemplo, definir como llegaria la materia prima, que podria
ser la vaina con cierto nivel de humedad y podria pasar por un proceso de secado para que tenga
una humedad determinada y no haya contaminacion. La vaina podria pasar por un secador continuo
y posteriormente pasar por el proceso de molienda para obtener una harina con la cual trabajar.
Seria necesario realizar estudios previos para determinar si una mayor reduccion en el tamafio de
particula genera un efecto positivo significativo o no para dimensionar el molino necesario y si se
necesita una etapa de tamizaje para recircular los gruesos o si se puede utilizar toda la harina
obtenida del molino.

En una etapa en paralelo seria necesario tener un biorreactor para el pre-indculo del hongo, en
el cual se dosifique el medio de cultivo necesario, incluyendo el glicerol como fuente de carbono
para evitar la inhibicion de las celulasas. Seria importante hacer estudios para evaluar si es posible
utilizar glicerol proveniente de la industria del biodiesel para revalorizarlo y que sea de menor costo
0 si es necesario realizar algun tratamiento para eliminar impurezas en caso de que actien como
inhibidores para el hongo.

Al tener el preindculo listo, este ingresaria al biorreactor en el que se producen las enzimas
junto con la vaina de frijol y el resto de los nutrientes, con un flujo de aire y una agitacion
optimizadas. Luego de la fermentacion, para aumentar la actividad de los extractos enzimaticos,
seria necesario purificar las enzimas, por ejemplo, con una etapa de precipitacion para que no haya
tanto medio de cultivo en los extractos y finalmente una resuspension del precipitado obtenido en
buffer para tener un extracto mas concentrado y con una mejor preservacion.

Para la produccion de etanol de igual forma seria necesario un biorreactor para preparar el pre-
indculo y luego del crecimiento, las levaduras ingresarian al biorreactor principal junto con el
extracto enzimatico y la vaina de frijol para la sacarificacion y fermentacion simultanea. Para
extraer el etanol todo el medio debe pasar por una etapa de centrifugacion para separar el medio de
las levaduras y la vaina sobrante y el sobrenadante pasaria por una torre de destilacion para
recuperar el etanol y en caso de que sea utilizado como combustible tendria que pasar por una etapa
de secado para eliminar el agua o bien por una adsorcion para eliminar componentes aromaticos en
caso de que se use en la industria cosmética o farmacéutica.

En el residuo de la destilacion quedaria un medio de cultivo con azlcares residuales, por lo
que podria utilizarse para los pre-indculos y aprovechar todos los aziicares, asi como la vaina
residual de ambas fermentaciones podria recircularse para aprovechar todos los azicares que
contenga y la levadura al dafiarse en la separacion de la biomasa podria actuar como fuente de
nitrogeno, vitaminas y otros nutrientes para los medios de cultivo. La vaina que ya no libere
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azucares en los medios liquidos al estar hidrolizada podria proporcionar mejores beneficios como
fertilizante ya que seria mas facil de aprovechar por los microorganismos del suelo o bien podria
ingresar a un biodigestor para producir biogas y un lixiviado que puede ser utilizado como
fertilizante.

De igual forma, se podria evaluar el contenido de lignina de la vaina residual y determinar si
con una hidrolisis alcalina u otro método se pueden recuperar los compuestos fenolicos de la lignina
para generar materiales como resinas, plastificantes, antioxidantes u otros polimeros de interés.
(Okolie et al., 2021). Y el resto de vaina que no se pueda aprovechar podria utilizarse como
combustible sélido en calderas para generar el vapor necesario para diferentes procesos en la planta
como para mantener la temperatura necesaria en los biorreactores o para generar el calor necesario
en la etapa de destilacion.
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I X. Conclusiones

Se lograron preparar tres medios de cultivo utilizando vaina de frijol con un D70 de 0.828
mm como fuente de carbono con concentraciones de 12.5 +£ 0.3 g/L, 25.0 £ 0.5 g/L y 37.5
+ 0.8 g/L. En estos medios se indujo la produccion de enzimas lignoceluloliticas ya que el
hongo T harzianum pudo crecer en una fermentacion sumergida usando estos medios.
Luego de las fermentaciones, se obtuvieron extractos de las enzimas producidas y luego de
realizar los ensayos de papel filtro, los extractos tuvieron actividades de 0.298 + 0.037
FPU/mL, 0.010 = 0.024 FPU/mL y -0.008 £ 0.024 FPU/mL respectivamente. Se obtuvo
mayor actividad con el medio con menor concentracion de vaina, lo cual se puede deber a
que se haya dado una inhibicion por el sustrato o bien se dificulto la transferencia de masa
en los medios con concentraciones mayores de vaina por el contenido de sélidos.

Se observo que, para la vaina de frijol utilizada, el pretratamiento con una hidroélisis alcalina
no tiene una influencia significativa en la produccion de azicares fermentables con la
hidrolisis enzimatica, ya que el intervalo de confianza de los aztcares en forma de glucosa
liberados por la vaina con hidrdlisis alcalina (3.23 &+ 8.92 g/L) y sin hidrdlisis alcalina (3.55
+ 7.44 g/L) se traslapan, asi como la conversion (25.8 + 28.7 % y 28.4 + 24.0 %
respectivamente).

Se observo que la hidrolisis enzimatica de la vaina de frijol con el extracto enzimatico
obtenido tiene una liberacién de azlcares con una productividad de 2 g de azlcares en
forma de glucosa/L*h, lo cual indica qué tan rdpido aumentan las enzimas la concentracion
de azucares en el medio. Sin embargo, esta es la inicial ya que posteriormente la liberacion
de azucares es mas lenta, lo cual se puede deber a que los azticares liberados hayan inhibido
a las enzimas, disminuyendo la velocidad de reaccion.

Fue posible llevar a cabo una fermentacion y sacarificacion simultdnea ya que al agregar
en el mismo medio de reaccién el extracto enzimatico, vaina de frijol y levaduras, fue
posible producir etanol. En las pruebas en Erlenmeyers se evalu6 el uso de vaina con y sin
hidrélisis alcalina y de igual forma no se obtuvo una diferencia significativa en los
resultados, ya que con hidrolisis alcalina el intervalo de confianza de la concentracion final
fue de 0.056 + 0.006 % (m/v) y sin hidrolisis alcalina fue de 0.063 + 0.013 % (m/v), los
cuales se traslapan. Esto confirma que no es necesario realizar este proceso para la vaina
de frijol utilizada.

Al llevar a cabo la produccion de enzimas en el biorreactor de 1 L se obtuvo una actividad
enzimatica de 0.178 = 0.002 FPU/mL, lo cual fue mayor al resto de extractos obtenidos
pero menor a uno de los obtenidos en Erlenmeyers. Esto se pudo deber a que el sistema no
tuvo una aireacion constante y que la agitacion pudo haber causado un esfuerzo cortante
que dificultara el crecimiento del hongo.

Al realizar la fermentacion y sacarificacion simultdnea en el biorreactor se pudieron tener
condiciones mas controladas, por lo que se obtuvo una concentracion de etanol mayor que
en los Erlenmeyers, de 1.36 + 0.48 g/L, con un rendimiento respecto al consumo de vaina
del 39.3 + 11.2 %. El rendimiento podria ser mayor ya que la levadura utilizada no es
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especializada para produccion industrial de etanol y no es capaz de metabolizar pentosas,
que son azucares liberados de la vaina de frijol.

El rendimiento de la produccion de levaduras respecto al sustrato fue mayor, del 69.9 +
29.5 %, lo cual indica que las levaduras pudieron aprovechar los azicares liberados por la
hidrolisis enzimatica de la vaina de frijol y tuvieron una productividad de 0.028 g/L*h. Esto
esta relacionado con el tiempo de generacion observado de 17.81 £ 1.51 h, el cual es mayor
al reportado. Esto se debe a que las levaduras tenian que esperar a que se liberaran azlicares
de la vaina para poder utilizarlos, asi como no se operd a su temperatura optima de
crecimiento ya que se opero en un intermedio entre su temperatura 6ptima y la temperatura
optima de las enzimas.
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X. Recomendaciones

Durante la experimentacion se utilizo la vaina obtenida en la molienda, con el D70
especificado, pero para futuras experimentaciones se recomienda evaluar el uso de
diferentes tamafios de particula para la generacion de enzimas y para la liberacion de
azucares en la hidrdlisis enzimatica al tamizar toda la harina obtenida y observar con qué
tamafio de particula se mejora la actividad enzimatica ya que, al disminuir el tamaifio,
también aumentaria el area superficial pero habria que evaluarlo econémicamente ya que
también aumentarian los costos de molienda, tamizado y de manejo de polvos finos.

Se recomienda evaluar diferentes tiempos o velocidades de centrifugacion en el proceso de
extraccion de las enzimas lignoceluloliticas para determinar con cual se obtiene la mejor
separacion de las enzimas del sustrato y las condiciones con las que aumenta la actividad
enzimatica del extracto obtenido. Asi como se recomienda evaluar concentraciones
menores a los 12.5 g/L. de vaina y verificar si con alguna se mejora la produccion enzimatica
o bien evaluar un sistema por lote alimentado para que la concentracion de vaina no sea
alta desde el principio, sino que se vaya agregando conforme es hidrolizada.

Se recomienda realizar ajustes a las conexiones del biorreactor para el suministro de aire
de forma que se obtenga un flujo continuo, por ejemplo, colocar una valvula de aguja para
permitir el paso de aire al equipo ya que esta si regula el flujo de forma adecuada y puede
permanecer abierta todo el tiempo para tener flujos controlados. También se recomienda
cambiar la manguera de aire por una mas resistente, de forma que soporte los aumentos de
presion que se generarian al regular el flujo en el rotdmetro del equipo. El equipo permite
tener una configuraciéon determinada del flujo de aire ingresado, por lo que estas
modificaciones permitirian mejorar esta funcion.

Al poder tener un flujo constante, se recomienda realizar variaciones del flujo de aire
ingresado al biorreactor para observar con cual se mejora la produccién de las enzimas
lignoceluloliticas. Para esto también seria necesario evaluar el uso de antiespumante para
evitar que se genere mucha espuma durante la aireacion y que esta salga del biorreactor.

Se recomienda hacer variaciones en la agitacion del biorreactor para evaluar con cual se
maximiza la produccion enzimatica al tomar en cuenta que, con el aumento en la velocidad
de agitacion, aumenta el esfuerzo cortante que puede estar afectando el micelio, pero
también el coeficiente de transferencia de masa para que haya una mayor concentracion de
oxigeno disuelto y la transferencia de azlicares al hongo y de enzimas a la vaina de ftijol.

En el estudio se determiné la actividad de las celulasas que son las principales enzimas
lignoceluloliticas, pero en futuras experimentaciones se recomienda determinar la actividad
de todas las enzimas lignoceluloliticas que puedan estar presentes en el extracto como
xilanasas usando xilano en vez de papel filtro y la mediciéon de mananasas se puede hacer
con galactomanano. La medicion especifica de endoglucanasas se puede hacer sustituyendo
el papel filtro por carboximetilcelulosa y la medicion de celobiohidrolasas, B-glucosidasa,
B-xilosidasa y a-arabinofuranosidasa se puede realizar usando p-nitrofenil-p-d-cellobioside
(pNPC), p-nitrofenil-p-glucopiranoside (pNPG), p-nitrofenil-p-d-xilopiranoside (pNPX), y
p-nitrofenill-a-l-arabinofuranoside (pNPAF) respectivamente como sustratos y la medicion
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se hace con la absorbancia del p-nitrofenol liberado. La cuantificacion de la actividad de
monooxigenasas liticas de polisacaridos se puede realizar al medir el peroxido de hidrogeno
generado por la enzima usando el ensayo Amplex® Red.

Se recomienda evaluar el uso de una levadura modificada genéticamente para que pueda
metabolizar no solo hexosas sino también pentosas y con ello aprovechar todos los azicares
liberados en la hidrélisis enzimatica, asi como que sea resistente al etanol y a los inhibidores
que se puedan liberar. De ser posible, también se recomienda modificar genéticamente a la
levadura para que exprese las enzimas lignoceluloliticas como celulasas para que se lleve
a cabo un bioproceso consolidado en el que la levadura produzca las enzimas para hidrolizar
la vaina y que use los azlcares liberados para producir etanol en un solo reactor.

Este estudio fue exploratorio, en el cual se evalu6 la posibilidad de usar vaina de frijol para
la produccion de enzimas lignoceluloliticas y de usar estas enzimas para hidrolizar mas
vaina para liberar azicares que pudieran ser metabolizados por las levaduras para producir
etanol, lo cual fue posible. Los siguientes pasos son la optimizacion o estandarizacion de
las condiciones a las cuales se deben llevar a cabo las fermentaciones como la temperatura,
agitacion, flujo de aire en el caso de la produccion enzimatica, concentracion de vaina
agregada, del in6culo del hongo, del inoculo de la levadura y del extracto enzimatico
agregado y de los tiempos de fermentacion para maximizar la produccion de enzimas y de
etanol.

Al estandarizar esas condiciones a los valores dptimos se recomienda elaborar modelos
cinéticos que permitan modelar el comportamiento de las reacciones, en especial la
sacarificacion y fermentacion simultanea, de forma que se pueda predecir lo que sucede en
la reaccion y que el modelo permita disefiar el reactor necesario en un escalamiento
industrial.
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XI1.Anexos

A. Imagenes de la experimentacion
Figura 22. Recepcion de la vaina de frijol utilizada en el estudio.

Fuente: Propia. Ubicacion: Cuarto frio del Laboratorio de Operaciones Unitarias.
La vaina se recibid en costales.

Figura 23. Apariencia de la vaina de frijol utilizada.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Operaciones Unitarias.
Se observa que es curvada y con consistencia rigida y seca.

Figura 24. Medicion de humedad de la vaina en balanza de humedad

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.
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Figura 25. Molienda de la vaina de frijol en molino de martillos

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Operaciones Unitarias.

Figura 26. Harina obtenida luego de la molienda de la vaina de frijol

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Operaciones Unitarias.

Figura 27. Mallas usadas en el analisis granulométrico de la harina obtenida

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Operaciones Unitarias.
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Figura 28. Recuperacion inicial de la cepa del hongo Trichoderma harzianum CBS 130681 en
caldo nutritivo

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Figura 29. Crecimiento del hongo en placa de agar PDA.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.
Los conidios son de color verde caracteristico del hongo.

Figura 30. Crecimiento del hongo observado en el estereoscopio.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Se pueden observar las hifas que son los filamentos formados y los conidios que son la parte que
esta en verde.
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Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Se observa con mayor detalle el entramado de hifas. Hay una alta densidad. Se observo con
aumento x10 y ocular x10.

Figura 32. Micrografia del micelio y conidios del hongo.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Se observan las hifas del hongo y alrededor de ellas hay esferas que corresponden a los conidios
con los cuales se reproducen. Se observo con aumento x40 y ocular x10.

Figura 33. Medios de cultivo para el pre-inoculo del hongo antes de la incubacion.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

La fotografia es luego de la inoculacion con los conidios. La incubacion se dio en agitador
rotatorio a 28° C y 150 rpm. La densidad optica del medio fue de 0.0425.
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Figura 34. Medios de cultivo para el pre-inéculo luego del tiempo de incubacién.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Se observa que hubo un aumento en la turbidez, lo que implica el crecimiento del hongo. La
densidad optica luego de la incubacion fue de 0.3566.

Figura 35. Autoclave utilizada para esterilizar los medios de cultivo en las diferentes
fermentaciones

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Figura 36. Preparacion de medios de cultivo con vaina de frijol

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Operaciones Unitarias.
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Figura 37. Incubacion del hongo T. harzianum con vaina de frijol para inducir la produccion
enzimatica.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.
La fermentacion se llevo a cabo a 28° C y 150 rpm por 1 semana.

Figura 38. Medios de cultivo con vaina de frijol para inducir la produccién enzimatica.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Se observa que hubo un crecimiento del hongo en los medios con una concentracion de vaina de
12.5 g/L, mientras que en el control (derecha) no se observé un crecimiento. Lo mismo se dio con
las demas concentraciones, pero no se observo tanto crecimiento.

Figura 39. Centrifugadora de 1 L utilizada para obtener los extractos enzimaticos.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.
La centrifugacion se realiz6 a 4000 rpm a 4° C por 25 min.
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Figura 40. Extracto enzimético obtenido luego del crecimiento de Trichoderma harzianum en

medio con vaina de frijol como fuente de carbono.
‘ . -

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

El extracto corresponde al sobrenadante, en el fondo se observa el resto de la vaina y el
crecimiento del hongo.

Figura 41. Ensayo de papel filtro para la determinacion de la actividad enzimatica.

—

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

La tira de papel filtro fue colocada con el extracto enzimatico y buffer de citrato para que se
liberara glucosa. La reaccion se hizo en un bafio térmico.

Figura 42. Tubos de ensayo con las muestras en ebullicion luego de la hidr6lisis enzimatica.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Las muestras en las que se liber6é una mayor concentracion de glucosa reaccionaron con el
reactivo DNS para obtener un color oscuro. Los tubos claros tienen una muy baja concentracion
de azucares reductores.
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Figura 43. Dilucion de los tubos de reaccion en tubos con 20 mL de agua destilada.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

La dilucién es importante para leer las muestras en el espectrofotometro. Se observa que hay
tubos con una coloracion mas fuerte y se debe a una mayor presencia de azlicares reductores.

Figura 44. Espectrofotémetro utilizado para medir la absorbancia de las muestras analizadas con
el método DNS.

—

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Para cuantificar los azlicares reductores se midio6 la absorbancia a 540 nm luego de la dilucion con
agua destilada.

Figura 45. Vaina de frijol en el medio de reaccion luego de la hidrdlisis alcalina.

A
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Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Operaciones Unitarias.
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Figura 46. Vaina hidrolizada luego de la filtracion en manta

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Operaciones Unitarias.

ada luego del proceso de secado

Figura 47. Vaina hidroliz
7P

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Figura 48. Preparacion del preindculo de levadura.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.
La levadura utilizada fue levadura comercial Fermipan.
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Figura 49. Medios de cultivo usados para la fermentacion alcohdlica.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.
Se utilizaron Erlenmeyers con deflectores y con tapones. Se sellaron con Parafilm.

Figura 50. Centrifugadora utilizada para clarificar muestras para enviar a HPLC

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.
Las muestras se centrifugaron a 3400 rpm por 10 min.

Figura 51. Biorreactor utilizado en las fermentaciones.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

El equipo es de 1L de volumen efectivo. Se observa el agitador, sensores de temperatura, pH,
oxigeno disuelto y la chaqueta de calentamiento.
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Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.
Se observan los recipientes y bombas peristalticas para control de pH, asi como del flujo de aire.

Figura 53. Calibracion del sensor de oxigeno disuelto.

. &

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Para su calibracion se necesitaba un ambiente libre de oxigeno, por lo que se llend una bolsa con
nitrogeno proveniente del Laboratorio de Operaciones Unitarias.

Figura 54. Burbujeo del medio de fermentacién al proporcionar aire al reactor.

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.
El aire se tuvo que proporcionar manualmente para mantener oxigeno disuelto en el reactor.
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Figura 55. Panel de control del biorreactor en la produccion enzimética.
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Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Es posible controlar los valores de pH, temperatura, agitacion, nivel de antiespumante y oxigeno
disuelto. Se observan las condiciones a las que se operd el reactor para la produccion de enzimas.

Figura 56. Vaina de frijol y micelio recuperado luego de la produccién de enzimas

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

La vaina y el micelio se recuperaron para poder realizar el balance de masa del sistema. No fue
posible separarlos.
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Figura 57. Panel de control del bio
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Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Se observan las condiciones a las que se opero6 el reactor para la produccion de enzimas. Se
observa que, segun el sensor, no se alcanzaron condiciones totalmente anaerobicas.

Figura 58. Recuento de las levaduras presentes en el biorreactor en la fermentacion alcohélica
utilizando la camara de Neubauer

Fuente: Propia. Ubicacion: Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

El conteo se realizé tinicamente dentro de los 16 cuadros observados para cada una de las 4
secciones de la camara. La figura corresponde a las 70 horas de fermentacion. Se observé con
aumento x10 y ocular x10.
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En los siguientes cromatogramas se observan resultados para la cuantificacion de azlicares y

etanol. El tiempo de retencion de la sacarosa es de 9.364 min, el de la glucosa es de 10.696 min, el
de la fructosa es de 11.567 min y el del etanol es de 20.665 min.

Figura 59. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el Erlenmeyer 1 con vaina de frijol
sin hidrdlisis alcalina
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.

En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual esta sobrepuesto.

Figura 60. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el Erlenmeyer 2 con vaina de frijol
sin hidrolisis alcalina

ol (GO S20505 T8 0]
grial (INGOUN22070603. D)

20358+ ETANOL
22020- 15P

000 |

|
2000

e
1
9217
987

10

2o

B3 i)

Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.

En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual estd sobrepuesto.
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Figura 61. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el Erlenmeyer 3 con vaina de frijol
sin hidrdlisis alcalina
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual esta sobrepuesto.

Figura 62. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el Erlenmeyer 1 con vaina de frijol
sometida a hidrdlisis alcalina
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual estd sobrepuesto.
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Figura 63. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el Erlenmeyer 2 con vaina de frijol
sometida a hidrolisis alcalina
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.

En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual esta sobrepuesto.

Figura 64. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el Erlenmeyer 3 con vaina de frijol
sometida a hidrolisis alcalina
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.

En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual estd sobrepuesto.
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Figura 65. Cromatograma del resultado de la fermentacién en el control con vaina de frijol sin
hidrélisis alcalina y sin levadura
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.

En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual esta sobrepuesto.

Figura 66. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el control con vaina de frijol
sometida a hidrdlisis alcalina sin levadura
urren Chro u—(s]_ —
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.
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Figura 67. Cromatograma del resultado de la fermentacidon en el control con vaina de frijol sin
hidrdlisis alcalina y sin extracto enzimatico

s
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual esta sobrepuesto.

Figura 68. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el control con vaina de frijol
sometida a hidrdlisis alcalina sin extracto enzimatico
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual estd sobrepuesto.
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Figura 69. Cromatograma del resultado de la fermentacion en el control sin vaina de frijol
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual esta sobrepuesto.

Figura 70. Cromatograma del extracto enzimatico obtenido en el biorreactor de 1 L
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio
de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual estd sobrepuesto.
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Figura 71. Cromatograma del medio en la fermentacion alcohdlica en el reactor de 1 L alas 22 h
de fermentacién
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio

de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual esta sobrepuesto.

Figura 72. Cromatograma del medio en la fermentacion alcohdlica en el reactor de 1 L alas 47 h
de fermentacion
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio

de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual estd sobrepuesto.
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Figura 73. Cromatograma del medio en la fermentacion alcohdlica en el reactor de 1 L a las 70 h
de fermentacion
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio

de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual esta sobrepuesto.

Figura 74. Cromatograma de la muestra 1 del medio en la fermentacion alcohodlica en el reactor de
1L alas 88 h de fermentacion
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio

de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual estd sobrepuesto.
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Figura 75. Cromatograma de la muestra 2 del medio en la fermentacidon alcoholica en el reactor de
1L alas 88 h de fermentacion
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio

de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual esta sobrepuesto.

Figura 76. Cromatograma de la muestra 3 del medio en la fermentacion alcohodlica en el reactor de
1L alas 88 h de fermentacion
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada. Ubicacion: Laboratorio

de Instrumentacion Quimica Avanzada.
En el cromatdgrafo se analizo la concentracion de azucares y etanol, el cual estd sobrepuesto.
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B. Diagramas de los sistemas

Figura 77. Diagrama del equipo y balance de masa de la produccion enzimatica con el hongo T.
harzianum usando vaina de frijol como inductor

1 x g CO2

14.4 g oxigeno +

0.75x g oxigeno

‘ 35.5 g sdlidos disueltos
12.5gvaina >
15.621 gd solldlo_s en medio 1.04 g de azlcares reductores
e cultivo — 34.46 g sales + enzimas + azlcares no
3 g biomasa hongo oo reductores

Biorreactor

10.0 g vaina + hiomasa

Fuente: Elaboracion propia.

Los datos para el balance de masa fueron obtenidos del Cuadro 21 de Datos originales, la masa
de vaina fue la agregada al medio para el litro de preparacion, la de los sélidos corresponde a las
sales y nutrientes del medio de cultivo, la biomasa del hongo se calcul6 con la concentracion del
indculo y el volumen agregado (100 mL). Los sélidos disueltos se determinaron con la
concentracion presente en el Cuadro 8 de Resultados y los azlcares reductores con el blanco
enzimatico obtenido en la determinacion de la actividad enzimatica con la Ecuacion 6. La diferencia
entre los solidos disueltos y los azlicares reductores corresponden al resto de sales, a las enzimas y
otras biomoléculas producidas y a los azicares no reductores como la sacarosa. El balance de masa
entre los solidos disueltos y la masa seca medida en el aluminio (vaina sobrante con biomasa
fingica) en la salida fue compensado con 14.4 g de oxigeno en la entrada. Ademas, se incluy6 una
cantidad desconocida de di6xido de carbono producido ya que no pudo medirse, para completar el
balance se incluy6 el oxigeno que seria equivalente a la masa del diéxido de carbono producido. Es
importante mencionar que el oxigeno del didxido de carbono no proviene del oxigeno alimentado,
sino del oxigeno en las biomoléculas consumidas.
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Figura 78. Diagrama del equipo y balance de masa del sistema de sacarificacion y fermentacion
simultanea usando vaina de frijol como fuente de carbono

0 11.6 g CO2
12.5 g vaina —> 1.36 g etanol
30 g sdlidos en medio de
cultivo

28 g solidos disueltos

0.24 g levadura

10.65 g sélidos en extracto @@

enzimatico

0.16 g de glucosa
Biorréactor 0.34 g de fructosa
0.18 g de sacarosa
27.32 g sales + biomoléculas
9.05 g vaina
2.65 g levadura

Fuente: Elaboracion propia.

Los datos para el balance de masa fueron obtenidos del Cuadro 26 de Datos originales y del
Cuadro 40 de Datos calculados. La masa de vaina fue la agregada al medio para el litro de
preparacion, la de los sélidos corresponde a los nutrientes del medio de cultivo (peptona y extracto
de levadura), la levadura se calcul6 con la concentracion inicial y final en el medio, los sdlidos en
el extracto enzimatico se calcularon con la concentracion de solidos en el extracto y el volumen
agregado (300 mL). El etanol y los azticares se calcularon con las concentraciones del Cuadro 9 de
Resultados. La diferencia entre los solidos disueltos (Cuadro 40) y en etanol y aztcares corresponde
a las sales y nutrientes que quedaron en el medio, asi como biomoléculas producidas por las
levaduras y el resto de los solidos del extracto enzimadtico (incluyendo enzimas). Para ajustar el
balance, la masa extra de la entrada corresponde a la masa del di6xido de carbono producido tanto
en la reaccion para producir etanol como en el mantenimiento celular.

116



C. Datos originales

Cuadro 10. Medicion de las dimensiones de la vaina de frijol utilizada en el estudio

Muestra Largo (cm + 0.05 cm) Ancho (cm = 0.05 cm)
1 9.5 1.2
2 8.5 1.2
3 11 1.3
4 6 1.2
5 12.5 1.3
6 11.5 1.3
7 11 1.3
8 10.5 1.2

Las dimensiones fueron medidas utilizando una regla de 30 cm.

Cuadro 11. Medicién de la humedad inicial de la vaina utilizada en el estudio en porcentaje

masa/masa
Muestra Humedad (% £ 0.01%0)
1 10.98
2 8.91
3 11.31

La humedad fue medida con la balanza de humedad del Laboratorio de Procesos Bioindustriales.

Cuadro 12. Masas obtenidas en el proceso de molienda de la vaina de frijol

Masa Saco 1 (kg +0.01 kg) Saco 2 (kg = 0.01 kg)
Vaina con saco 3.33 3.40
Bolsa receptora 0.02 0.02
Saco con residuos 0.25 0.32
Bolsa con harina 3.06 3.02

Las masas fueron medidas con una balanza de piso del Laboratorio de Operaciones Unitarias.

Cuadro 13. Masa de la harina que quedé en cada malla del analisis granulométrico

Malla Masa malla (g + 0.1 g) Masa malla con harina (g £ 0.1 g)
20 381.9 409.6
30 368.9 394.5
45 330.4 356.9
60 329.7 338.6
80 338 343.6
100 323.1 326.6
Fondo 463.5 465.4

La vaina de frijol molida fue analizada en el equipo de analisis granulométrico del Laboratorio de
Operaciones Unitarias y las masas se obtuvieron con una balanza semianalitica. La masa colocada
en el equipo fue de 100 £ 0.1 g.
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Cuadro 14. Masa y volumen de los reactivos utilizados para preparar los medios de cultivo con
vaina de frijol para inducir la produccion de enzimas lignoceluloliticas

Masa (volumen)

Componentes
Medio de cultivo 1 Medio de cultivo 2 Medio de cultivo 3
Tween 80 0.0100 + 0.0005 L 0.0100 + 0.0005 L 0.0100 + 0.0005 L
Urea 0.3000 + 0.0001 g 0.3000 + 0.0001 g 0.3000 + 0.0001 g
KH2PO4 2.0000 + 0.0001 g 2.0000 + 0.0001 g 2.0000 + 0.0001 g
(NH4)2S04 1.4000 + 0.0001 g 1.4000 + 0.0001 g 1.4000 + 0.0001 g
CaCl,-2H,0 0.4000 + 0.0001 g 0.4000 + 0.0001 g 0.4000 + 0.0001 g
MgS0O4-7H20 0.3000 + 0.0001 g 0.3000 + 0.0001 g 0.3000 + 0.0001 g
Peptona 1.0000 + 0.0001 g 1.0000 + 0.0001 g 1.0000 + 0.0001 g
FeSO4-7H.0 0.0050 + 0.0001 g 0.0050 + 0.0001 g 0.0050 + 0.0001 g
MnSO4-H.0 0.0016 + 0.0001 g 0.0016 + 0.0001 g 0.0016 + 0.0001 g
ZnS04-7TH,0O 0.0014 + 0.0001 g 0.0014 + 0.0001 g 0.0014 + 0.0001 g
CoCl2-6H.0 0.0020 0.0001 g 0.0020 0.0001 g 0.0020 0.0001 g
Harina de vaina de
fijo 125+0.1¢g 250+0.1¢g 375+0.1¢g
Ftalato de potasio 10.2110 £ 0.0001 ¢ 10.2110+£0.0001 ¢ 10.2110 £ 0.0001 ¢
Agua destilada 0.90+£0.01L 0.90+£0.01L 0.90+£0.01L

A estos medios de cultivo se les agregaron 100 mL del inéculo para una concentracion del 10 %
(v/v). Las masas fueron medidas con una balanza analitica, a excepcion de la vaina de frijol que fue
medida en balanza semianalitica. EI volumen fue medido con probetas.

Cuadro 15. Masa de los envases en los cuales se almacenaron los extractos enzimaticos obtenidos
luego de la centrifugacion y de los beakers con los cuales se determind el porcentaje de sélidos

Masa del Masa del envase Masa del
Muestra envase con extracto Masa del beaker bea!< ercon
(g+0.19) (gx0.19) (9.+0.0001 9) solidos
(g £0.0001 g)

Sin vaina 67.1 267.0 32.5123 32.5543
Control 12.5 g/L 66.9 229.3 30.8640 30.9150
Control 25 g/L 66.7 219.3 30.7169 30.7646
Control 37.5 g/L 67.0 212.0 31.5029 31.5567
12.5¢g/L-1 66.4 128.2 29.6252 29.6813
25 g/L 66.4 234.0 32.4286 32.4778
37.5¢g/L 66.5 213.0 31.5050 31.5572
12.5g/L-2 66.7 254.7 67.7113 67.7514
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12.5g/L-3 66.4 231.0 52.9677 53.0108

La masa del extracto en los envases se midi6 con una balanza semianalitica, mientras que la masa
en los beakers se hizo con una balanza analitica. Los solidos corresponden a un volumen de extracto
de2+0.1mL.

Cuadro 16. Absorbancias de los estandares de glucosa usados en la curva de calibracién para
determinar azUcares reductores
Concentracion (mg/0.5 mL) Absorbancia (+ 0.0001) Absorbancia real (+ 0.0001)

0.50 0.0862 0.0960
1.00 0.1283 0.1381
1.65 0.1789 0.1887
2.50 0.3105 0.3203
3.35 0.4457 0.4555
5.00 0.6326 0.6424

La absorbancia real se obtuvo al restarle el blanco de -0.0098 a la absorbancia medida, el cual
corresponde a un medio de reaccion sin azucares reductores. Las mediciones se hicieron a 540 nm.

Cuadro 17. Absorbancias de las muestras analizadas en la determinacion de la actividad
enzimatica con el ensayo de papel filtro

Muestra Absorbancia Blanco enzimatico Absorbancia real
(£ 0.0001) (+0.0001) (£ 0.0002)

Sin vaina 0.0375 0.0424 -0.0049
Sin vaina 1:5 0.0181 0.0220 -0.0039
Control 12.5 g/L 0.0888 0.0810 0.0078
Control 12.5g/L 1:5 0.0728 0.0605 0.0123
Control 25 g/L 0.0862 0.0412 0.0450
Control 25 ¢g/L 1:5 0.0207 0.0210 -0.0003
Control 37.5 g/L 0.1023 0.0963 0.0060
Control 37.5¢g/L 1:5 0.0297 0.0196 0.0101
12.5g/L-1 a) 0.2648 0.0591 0.2057
12.5g/L-11:54) 0.0320 -0.0079 0.0399
12.5g/L-1b) 0.3135 0.0836 0.2299
12.59g/L-11:5b) 0.0899 0.0188 0.0711
12.5¢g/L-1¢c) 0.2961 0.0821 0.2140
12.5¢g/L-11:5¢) 0.0847 0.0198 0.0649
25 g/L 0.0393 0.0204 0.0189
25¢g/L 1:5 -0.0018 -0.0080 0.0062
37.5¢9/L 0.0515 0.0448 0.0067
37.5¢9/L 1:5 -0.0027 -0.0045 0.0018
12.5g/L-2 0.1349 0.0835 0.0514
12.5¢g/L-21:5 0.0770 0.0716 0.0054
12.5 g/L-3 0.1934 0.1338 0.0596
12.5¢g/L-31:5 0.0766 0.0617 0.0149
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Las absorbancias se muestran luego de haberles restado el blanco de -0.0098. Las mediciones se
hicieron a 540 nm. Las muestras corresponden a los diferentes medios de cultivo en los que se
indujo la produccion enzimatica. EI medio sin vaina es un control sin vaina de frijol, en los controles
no se agrego el indculo con el hongo y el resto corresponde a las concentraciones de vaina utilizada.
El 1:5 indica que se realiz6 una dilucion 1:5 del extracto enzimatico. Para evaluar la variabilidad
del método se analizé la actividad enzimética en 3 muestras del mismo extracto (12.5 g/L-1 a), b),
c)). Las muestras 12.5 g/L-2, 3 corresponden a extractos que se tuvieron que volver a obtener por
el derrame del primero. La absorbancia real se obtuvo al restar la absorbancia del blanco
enzimatico, que corresponde a la del extracto, de la absorbancia del extracto que habia hidrolizado
el papel filtro.

Cuadro 18. Absorbancias de las muestras luego de diferentes tiempos en la hidrolisis enzimatica
de la vaina de frijol
Absorbancia (+ 0.0001)

(;Iin(?)%% Vaina sin hidrolizar Vaina con hidroélisis alcalina
h) Muestra Muestra Muestra Curva Muestra Muestra Muestra Curva
1 2 3 1 2 3
1 - - - 0.1067 - - - 0.0730
2 0.2264 0.1078 0.1203 - 0.3421 0.0789 0.0861 -
4 - - - 0.1082 - - - 0.0683
24 0.4256 0.1129 0.1615 0.1106 0.5185 0.0664 0.1104 0.0730
26 - - - 0.1184 - - - 0.0833
48 0.4386 0.1050 0.1543 - 0.5775 0.0815 0.0948 -
50 0.4530 0.1028 0.1532 - 0.4778 0.0735 0.0976 -

Las absorbancias se muestran luego de haberles restado el blanco de -0.0098. Estas también fueron
medidas a 540 nm para determinar la concentracion de azUcares reductores liberados de la vaina de
frijol en la hidrélisis enzimética. Se realizd un triplicado para ciertos tiempos, asi como se hizo una
medicion para otros instantes de tiempo con un extracto de menor actividad.

Cuadro 19. Sefial del area del indice de refraccion por el tiempo de los estandares utilizados para

elaborar las curvas de calibracion de etanol y azlcares a diferentes concentraciones en HPLC

Compuesto Concentracion % (m/v) Area (NR1U*s)
1.010 6.37144E+06
2.021 8.99935E+06
Sacarosa 3.031 1.18658E+07
4.042 1.41114E+07
5.052 1.96619E+07
1.010 7.43189E+06
2.020 8.66545E+06
Glucosa 3.030 1.37261E+07
4.041 1.35622E+07
5.051 2.23785E+07
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1.011 7.13550E+06

2.022 1.23314E+07

Fructosa 3.033 1.33104E+07
4,045 1.93468E+07

5.056 2.29488E+07

1.002 3.51178E+06

2.004 4.36976E+06

Etanol 3.006 5.73758E+06
4.008 7.03738E+06

5.010 1.06244E+07

Los datos fueron enviados por la persona encargada del Laboratorio de Instrumentacion de Quimica
Avanzada, quien se encarga de operar el equipo. Las muestras se corrieron en una columna Hyplex
H.

Cuadro 20. Sefal del area del indice de refraccion por el tiempo de las muestras analizadas en
HPLC para la determinacion de etanol, glucosa y fructosa en la fermentacion en Erlenmeyers

Muestra Area glucosa Area fructosa Area etanol
(nRIU*s) (nRIU*s) (nRIU*s)

VN -1 9.18981E+04 0.00000E+00 1.38646E+05

VN -2 8.77209E+04 0.00000E+00 1.24580E+05

VN -3 8.77209E+04 0.00000E+00 1.18552E+05

VH -1 0.00000E+00 7.79215E+05 1.18552E+05

VH -2 0.00000E+00 7.82E+05 1.12524E+05

VH -3 0.00000E+00 7.74158E+05 1.08505E+05

VN sin levadura 1.67088E+05 0.00000E+00 6.63087E+04
VH sin levadura 0.00000E+00 0.00000E+00 7.83648E+04
VN sin enzimas 1.00253E+05 0.00000E+00 4.82245E+04
VH sin enzimas 0.00000E+00 7.76332E+05 9.64490E+04
Sin vaina 1.25316E+05 1.42533E+05 5.22432E+04

Los datos fueron enviados por la persona encargada del Laboratorio de Instrumentacién de Quimica
Avanzada, quien se encarga de operar el equipo. Las muestras se corrieron en una columna Hyplex
H. VN corresponde a la vaina de frijol sin hidrélisis alcalina. VH corresponde a la vaina de frijol
sometida a hidrélisis alcalina. Se hizo un triplicado de ambos. Se prepararon controles de los medios
sin levadura, sin extracto enzimatico y uno sin vaina, pero con levaduras y extracto enzimatico.

Cuadro 21. Masas del extracto enzimatico, solidos disueltos, vaina y biomasa fungica de la
produccién enzimatica en el biorreactor de 1 L
Masa del recipiente Masa del recipiente con muestra

Recipiente

) @)
Beaker in6culo 32.424+0.001 g 32.454 £ 0.001 g
Envase 1 66.2+0.1 504.6 £0.1
Envase 2 66.1+£0.1 4924 +0.1
Beaker sélidos 32.353 £ 0.001 32.424 +0.001
Aluminio 50+0.1 15.0+0.1
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La masa del extracto en los envases se midio con una balanza semianalitica al igual que la masa de
la vaina residual y la biomasa fangica en aluminio, mientras que la masa en los beakers se midio
con una balanza analitica para determinar la masa del indculo agregado y los solidos disueltos del
extracto. El in6culo corresponde a un volumen de 1 + 0.1 mL y los so6lidos corresponden a un
volumen de extracto de 2 £ 0.1 mL.

Cuadro 22. Absorbancias de las muestras del extracto enzimatico obtenido del biorreactor en la
determinacion de la actividad enzimatica con el ensayo de papel filtro

Muestra Absorbancia Blanco enzimatico Absorbancia real
(+0.0001) (+0.0001) (£ 0.0002)
1 0.2116 0.0778 0.1338
1-15 0.0846 0.0598 0.0248
2 0.2108 0.0778 0.1330
2-15 0.0843 0.0608 0.0235
3 0.2117 0.0777 0.1340
3-15 0.0848 0.0603 0.0245

Las absorbancias se muestran luego de haberles restado el blanco de -0.0098. Las mediciones se
hicieron a 540 nm. El 1:5 indica que se realiz6 una dilucién 1:5 del extracto enzimatico. La
absorbancia real se obtuvo al restar la absorbancia del blanco enzimatico, que corresponde a la del
extracto, de la absorbancia del extracto que habia hidrolizado el papel filtro.

Cuadro 23. Conteo de las levaduras en el biorreactor durante la fermentacion alcohdlica usando la
camara de Neubauer

Tiempo Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
(h £0.05 . No . No . 0 . No
h) Viables viables Viables viables Viables Viables Viables Viables
'I"n"lgf;f 1017 68 2277 45 3345 60 3132 47
0 99 1 102 2 120 2 150 3
22 140 11 121 1 187 4 188 3
47 406 24 384 6 437 27 557 19
70 1104 4 1130 8 1004 5 900 2
88 1020 5 1287 3 1363 4 1577 7

Las levaduras fueron contadas en los cuadrantes de la cAmara de Neubauer luego de tefiirlas con
azul de metileno al 1 %. EI conteo se hizo en un microscopio.

Cuadro 24. Datos utilizados para calcular la concentracion de las levaduras en peso seco en el

in6culo inicial
Variable Valor
Volumen del indculo 115+0.1mL
Masa del tubo vacio 7.167 £0.001 g
Masa del tubo con pellet seco 7.229+£0.001 g

El volumen del indculo se colocd dentro de un tubo para centrifuga y se centrifugd para obtener el
pellet de levaduras, este se seco en un secador a 60° C para tener el peso seco. Las masas se midieron
con una balanza analitica.
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Cuadro 25. Sefal del area del indice de refraccion por el tiempo de las muestras analizadas en

HPLC para la determinacion de etanol, sacarosa, glucosa y fructosa en la fermentacion alcohélica

en el biorreactor de 1 L

Tiempo  Area sacarosa Area glucosa Area fructosa Area etanol
(h+005h)  (NRIU*s) (NRIU*s) (NRIU*s) (NRIU*s)
22 8.88667E+04 8.35438E+04 3.79559E+05 2.17010E+05
47 7.72754E+04 6.68350E+04 3.36858E+05 2.27057E+05
70 7.34116E+04 6.68350E+04 1.23357E+05 2.33085E+05
88-1 6.95479E+04 6.68350E+04 1.18612E+05 2.63226E+05
88-2 6.95479E+04 6.68350E+04 2.65691E+05 2.39113E+05
88-3 6.95479E+04 6.68350E+04 9.96342E+04 3.15469E+05

Los datos fueron enviados por la persona encargada del Laboratorio de Instrumentacién de Quimica
Avanzada, quien se encarga de operar el equipo. Las muestras se corrieron en una columna Hyplex
H. Las muestras corresponden a diferentes tiempos en la fermentacion. Se analiz6 un triplicado de
las concentraciones finales.

Cuadro 26. Masas de la vaina 'y biomasa en el biorreactor de 1 L en la sacarificacion y
fermentacion simultanea
Masa del recipiente

. Masa del recipiente con muestra
Recipiente

) @)
Aluminio 1 43+0.1 16.0+0.1
Aluminio 2 0.820 + 0.001 0.876 +0.001
Tubo de ensayo 14.3+0.1 26.2+£0.1

La masa de la vaina residual y la biomasa de levaduras en el aluminio 1 se midi6é con una balanza
semianalitica al igual que la masa del medio de cultivo en el tubo de ensayo, mientras que la masa
en el aluminio 2 se midié con una balanza analitica para determinar la masa de los sélidos disueltos.
El medio en el tubo corresponde a un volumen de 12.1 + 0.1 mL vy los s6lidos corresponden a un
volumen de medio de 2 + 0.1 mL.

D. Calculos de muestra

Ecuacién 1. Masa retenida en las mallas utilizadas en el analisis granulométrico de la harina de
vaina de frijol
M=ml-m2=409.6g—3819g=277g

M = masa retenida en la malla del analisis granulométrico
m1l = masa de la malla con la harina

m2 = masa de la malla limpia

Los datos se obtuvieron del Cuadro 13 de la seccion de Datos originales. El resultado obtenido
se encuentra en la seccion de Datos calculados en el Cuadro 27. El célculo se realizo para determinar
la masa de harina retenida en la primera malla del analisis granulométrico. El mismo célculo se
utiliz6 para el resto de las mallas.
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Ecuacion 2. Porcentaje de masa de harina que paso en las mallas del analisis granulométrico
1. P1=100%—M1=100% —27.78% =72.22%
2. P2=P1—-M2="7222%—25.68% = 46.54 %

P1 = porcentaje de masa que pas6 en la malla 1
M1 = porcentaje de masa retenida en la malla 1
P2 = porcentaje de masa que pasé en la malla 2
M2 = porcentaje de masa retenida en la malla 2

Los datos se obtuvieron del Cuadro 27 de la seccion de Datos calculados. El resultado obtenido
se encuentra en la seccion de Datos calculados en el Cuadro 28. El calculo se realizo para determinar
la masa de harina que pasé en las mallas del analisis granulométrico. El calculo a) se utilizo6 para la
primera malla, el calculo b) se utilizo para la segunda malla y para el resto de las mallas.

Ecuacidn 3. Concentracion de los reactivos en el medio de cultivo usado para inducir la produccion
de enzimas usando vaina de frijol.
m 0.3000 g

LIkt L
> = TooL - 03009/

C = concentracion del reactivo en el medio de cultivo
m = masa del reactivo utilizado
v = volumen final del medio de cultivo

Los datos se obtuvieron del Cuadro 14 de la seccion de Datos originales. El resultado obtenido
se encuentra en la seccion de Resultados en el Cuadro 2. El calculo se realizé para determinar la
concentracion de los reactivos utilizados en el medio de cultivo inductor de la produccion
enzimatica. El mismo calculo se utiliz6 para el resto de los reactivos y de los medios. Las
concentraciones bajas se convirtieron a mg/L al multiplicar el resultado por 1000.

Ecuacién 4. Masa del extracto enzimatico obtenido
M=ml-m2=267.0g—67.19g=1999g

M = masa del extracto enzimatico obtenido
ml = masa del envase con el extracto
m2 = masa del envase seco y vacio.

Los datos se obtuvieron del Cuadro 15 de la seccion de Datos originales. El resultado obtenido
se encuentra en la seccion de Resultados en el Cuadro 3. El calculo se realizé para determinar la
masa del extracto enzimatico correspondiente al control sin vaina de frijol. El mismo célculo se
utilizo para el resto de los extractos, incluido el del biorreactor.
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Ecuacién 5. Concentracion de sélidos en el extracto obtenido

o_ml-m2_3255439-325123¢ _
== v 0.002 L =21.0g/

C = concentracion de solidos en el extracto

m1 = masa del beaker con sélidos

m2 = masa del beaker seco y vacio

v = volumen del extracto colocado en el beaker para introducirlo en el secador

Los datos se obtuvieron del Cuadro 15 de la seccion de Datos originales. El resultado obtenido
se encuentra en la seccion de Resultados en el Cuadro 3. El calculo se realizé para determinar la
concentracion de solidos en el extracto enzimatico correspondiente al control sin vaina de frijol. El
mismo calculo se utilizé para el resto de los extractos, incluido el del biorreactor.

Ecuacion 6. Concentracion de glucosa liberada del papel filtro en la determinacion de la actividad
enzimatica

A-b 0.2057 — 0.0121 mg
1.533

C = = =
m 0.1263 (0.5 mL/mg) 0.5mL

C = concentracion de glucosa liberada del papel filtro o de la vaina de frijol

A = absorbancia real

b = intercepto de la curva de calibracion de azicares reductores en forma de glucosa
m = pendiente de la curva de calibracion de azicares reductores en forma de glucosa

Los datos se obtuvieron del Cuadro 17 de la seccidon de Datos originales y del Cuadro 29 de
Datos calculados. El resultado obtenido se encuentra en la seccion de Datos calculados en el Cuadro
30. El célculo se realiz6 para determinar la concentracion de la glucosa liberada en el ensayo de
papel filtro para la determinacion de la actividad enzimatica de la muestra 12.5 g/L-1 a). El mismo
calculo se utilizo para el resto de las muestras, incluidas las del biorreactor y para la determinacién
de aztcares reductores en forma de glucosa en la hidrélisis enzimatica de la vaina de frijol.

Ecuacién 7. Actividad enzimatica de las celulasas producidas en unidades de papel filtro

Esta unidad se basa en la unidad internacional IU que corresponde a la liberacion de 1 umol/min de
sustrato convertido. Como se libera glucosa corresponde a 0.18 mg/min y usando una cantidad
critica de glucosa de 2 mg, 0.5 mL de enzima y una reaccion de 60 minutos (Ghose, 1987):

2 umol _ pmol 0.37 U
0.18 *0.5mL * 60min ~ min*smL  mL

2mg glucosa =

037  037U/mL
FPU = =
C ~ 1.285 (mL/mL)

= 0.288 FPU/mL

FPU = actividad enzimatica en unidades de papel filtro
C = concentracion de enzima que libera 2 mg de glucosa
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Los datos se obtuvieron del Cuadro 30 de la seccion de Datos calculados. El resultado obtenido
se encuentra en la seccion de Resultados en el Cuadro 4. El calculo se realizé para determinar la
actividad enzimatica de las celulasas producidas utilizando el ensayo de papel filtro en la muestra
12.5 g/L-1 a). El mismo calculo se utilizo para el resto de las muestras, incluidas las del biorreactor.

Ecuacion 8. Actividad enzimatica de las celulasas producidas en unidades de papel filtro para bajas

actividades

Esta ecuacion se utiliza cuando no se logra liberar la cantidad critica de glucosa con la enzima

concentrada, por lo que el calculo de la actividad se hace de la siguiente forma (Ghose, 1987):
Lumol o 1g5 #MOL _ (185 1Y

0.18 * 0.5 mL * 60min min * mL mlL

1 mg glucosa =

FPU = G +0.185 = 1.533 mg * 0.185 U/mL = 0.284 FPU/mL

FPU = actividad enzimatica en unidades de papel filtro
G = cantidad de glucosa liberada del papel filtro en mg al utilizar el extracto concentrado

Los datos se obtuvieron del Cuadro 30 de la seccion de Datos calculados. El resultado obtenido
se encuentra en la seccion de Resultados en el Cuadro 4. El calculo se realizo para determinar la
actividad enzimatica de las celulasas producidas utilizando el ensayo de papel filtro en la muestra
12.5 g/L-1 a) ya que no se liberé la cantidad critica de glucosa. El mismo calculo se utilizo para el
resto de las muestras, incluidas las del biorreactor.

Ecuacidn 9. Conversion de la vaina en la produccion de azlcares reductores en forma de glucosa
A=V -Vf 3.55gazucares/L =3.55 gvaina/L

X =
%4 12.5 g vaina/L

= (0.284 g vaina/g vaina

X = conversion de la vaina en la hidrdlisis enzimatica para la produccion de azicares
A = concentracion final de azicares reductores en forma de glucosa

V = concentracion inicial de la vaina de frijol

VT = concentracion final de la vaina de frijol

Los datos se obtuvieron del Cuadro 5 de la seccion de Resultados. Al ser una hidrdlisis el
rendimiento es del 100 % y la cantidad de los azucares producidos serd igual a la de la vaina
consumida El resultado obtenido se encuentra en la seccién de Resultados en el Cuadro 6. El calculo
se realiz6 para determinar la conversion de la vaina de frijol en la produccion de azicares reductores
en forma de glucosa para la vaina sin hidrolizar quimicamente. El mismo célculo se utilizo para la
vaina hidrolizada quimicamente.

Ecuacién 10. Concentracién del analito analizado en HPLC
A 1.38646 * 10° nRIU * s

~m 2.00936 = 106 nRIU * s / %(m/v)

= 0.069 % (m/v)

C = concentracion del analito analizado (glucosa, sacarosa, fructosa, etanol)
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A = area indicada en el cromatograma obtenido para el analito analizado
m = pendiente de la curva de calibracion del analito analizado

Los datos se obtuvieron del Cuadro 20 de la seccion de Datos originales y del Cuadro 32 de
Datos calculados. El resultado obtenido se encuentra en la seccion de Datos calculados en el Cuadro
33. El calculo se realiz6 para determinar la concentracion de etanol en la muestra VN-1. El mismo
calculo se utilizo para el resto de las muestras, incluidas las del biorreactor y para la determinacion
del resto de analitos.

Ecuacion 11. Porcentaje de viabilidad de las levaduras presentes en la fermentacion alcohdlica

% cvV 100 2667.75 células 100 = 97.98 %
= — % = * = .
TV +cCN 2667.75 células + 55 células 0

%YV = porcentaje de viabilidad de las levaduras
CV = promedio de células viables en el medio
CN = promedio de células no viables en el medio

Los datos se obtuvieron del Cuadro 36 de la seccion de Datos calculados. El resultado obtenido
se encuentra en la seccion de Datos calculados en el Cuadro 36. El calculo se realizo para determinar
el porcentaje de viabilidad de las levaduras en el indculo inicial. El mismo calculo se utilizo para el
resto de las muestras.

Ecuacién 12. Concentracidn de células en el medio de fermentacion en células por mL
C =CV % 10,000 = F = 2667.75 células * 10,000 mL™! * 2 = 5.34 x« 107 células/mL

C = concentracion de células en el medio
CV = promedio de células viables en el medio
F = factor de dilucion

Los datos se obtuvieron del Cuadro 36 de la seccion de Datos calculados. Se us6 2 como factor
de dilucion porque las muestras se mezclaron con un volumen igual de azul de metileno. El
resultado obtenido se encuentra en la seccion de Datos calculados en el Cuadro 37. El célculo se
realizd para determinar la concentracion de células en el inoculo inicial. El mismo calculo se utilizo
para el resto de las muestras.

Ecuacién 13. Concentracidn de células en el medio de fermentacion en peso seco por mL

a) Ci = Mi=M2  1000mg _ 72299-7167g , 1000mg _ ¢ 3g 0 0
14 1g 11.5mL 1g
byp=S=__339mIMmL_ _ 441,107 mg/célula

Ni ~ 5.34x107 células/mL

19/l células 1.01x1077 m, 1g/L
Q)C=Nx*Px—2 —236x10° (L0 mg 10/
1mg/mL mL 1 célula 1mg/mL

=024 g/L

Ci = concentracion de células en peso seco en el inoculo inicial
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M1 = masa del tubo de centrifuga vacio

M2 = masa del tubo de centrifuga con el pellet seco

V = volumen del in6culo inicial colocado en el tubo de centrifuga

P = factor de proporcionalidad del peso de cada célula

Ni = niimero de células por mL en el indculo inicial

C = concentracion de células en peso seco en el medio de fermentacion

N = ntimero de células por mL en el medio de fermentacion

Los datos se obtuvieron del Cuadro 24 de la seccion de Datos originales y del Cuadro 37 de
Datos calculados. El resultado obtenido se encuentra en la seccion de Datos calculados en el Cuadro
38. El calculo se realiz6 para determinar la concentracion de células en peso seco en el indculo
inicial y con ello determinar el factor de proporcionalidad del peso de cada levadura. Con la
Ecuacion 13 c) se calculd la concentracion inicial de células en peso seco en el medio de
fermentacion. El mismo calculo se utilizé para el resto de las muestras.

Ecuacion 14. Concentracion de la vaina de frijol sobrante en la fermentacion alcohdlica

Al — A2 16.0g—43g g
=l =— 7. — =9, L
|4 7 11 65L 9.05g/

V = concentracion de vaina de frijol sobrante

A1 =masa del aluminio con los sélidos centrifugados secos
A2 = masa del aluminio seco

V = volumen del reactor

L = concentracidn final de levaduras en el reactor

Los datos se obtuvieron del Cuadro 26 de la seccidon de Datos originales y del Cuadro 38 de
Datos calculados. El resultado obtenido se encuentra en la seccion de Datos calculados en el Cuadro
40. El calculo se realizd para determinar la concentracion de vaina de frijol sobrante en el reactor
de 1 L.

Ecuacién 15. Rendimiento de la produccion de etanol a partir de la vaina de frijol

Ef—Ei 10g/L _ 0.136 % (%) etanol — 0 % (%) etanol 10 g etanol/ L

Vi-Vf 1 % (%) - 12.5 %ina — 9.05 g vaina/L ' 1% (%) etanol
Yp/s = 0.393 g etanol/g vaina

Yp/s =

Yp/s = rendimiento de la produccion de etanol a partir de vaina de frijol
Ef = concentracion final de etanol en el biorreactor

Ei = concentracion inicial de etanol en el biorreactor

Vi = concentracion inicial de la vaina de frijol

Vf = concentracion final de la vaina de frijol
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Los datos se obtuvieron del Cuadro 9 de la seccion de Resultados y del Cuadro 40 de la seccion
de Datos calculados, al inicio no hubo etanol. El resultado obtenido se encuentra en la seccion de
Resultados en el Cuadro 9. El célculo se realizo para determinar el rendimiento de la produccion de
etanol a partir de la vaina de frijol en una sacarificacion y fermentacion simultanea.

Ecuacion 16. Rendimiento de la produccion de biomasa a partir de la vaina de frijol
Xf—Xi  2.65glevadura/L —0.24 g levadura/L

Vi—-Vf 12.5 g vaina/L — 9.05 g vaina/L

Yx/s = = 0.699 g levadura/g vaina

Yx/s = rendimiento de la produccion de biomasa de levadura a partir de vaina de frijol
Cx = concentracion final de levaduras en el biorreactor
Cv = concentracion inicial de la vaina de frijol

Los datos se obtuvieron del Cuadro 38 y 40 de la seccion de Datos calculados. El resultado
obtenido se encuentra en la seccion de Resultados en el Cuadro 9. El calculo se realizd para
determinar el rendimiento de la produccion de biomasa de levadura a partir de la vaina de frijol en
una sacarificacion y fermentacion simultanea.

Ecuacién 17. Velocidad especifica de crecimiento de las levaduras
_dinX InX2—InX1 -0.010— (—1.14)

K="t " 2-n = a7h—22n

=0.041 h7?

u = velocidad especifica de crecimiento de la levadura
X = concentracion de levadura

t = tiempo

X1 = concentracion de células en un instante

X2 = concentracion de células en un instante posterior
t1 = tiempo correspondiente a X1

t2 = tiempo correspondiente a X2

Los datos se obtuvieron del Cuadro 41 de la seccion de Datos calculados. El resultado obtenido
se encuentra en la seccion de Datos calculados en el Cuadro 41. El calculo se realiz6 para determinar
la velocidad especifica de crecimiento de las levaduras en el biorreactor de 1 L. El mismo célculo
se usé para todas las muestras.

Ecuacién 18. Tiempo de generacion de las levaduras
In2 _ In2

td=—=———
i 0.039h1

=1781h

td = tiempo de generacion de las levaduras
u = velocidad especifica de crecimiento de la levadura

129



Los datos se obtuvieron del Cuadro 41 de la seccion de Datos calculados. En la velocidad
especifica de crecimiento se utilizé el promedio de los valores que correspondian a la fase
exponencial, la cual se identifico en la Figura 21. El resultado obtenido se encuentra en la seccion
de Resultados en el Cuadro 9. El célculo se realizo para determinar el tiempo de generacion de las
levaduras en el biorreactor de 1 L en la sacarificacion y fermentacion simultanea.

E. Datos calculados

Cuadro 27. Masa y porcentaje de masa retenida en las mallas del analisis granulométrico

Apertura (mm) Masa retenida (g + 0.1 g) Porcentaje (% = 0.14 %)
0.850 27.7 27.78
0.600 25.6 25.68
0.355 26.5 26.58
0.250 8.9 8.93
0.180 5.6 5.62
0.150 3.5 3.51
Fondo 27.7 1.91

Con los nimeros de malla se obtuvo la apertura de las mallas (indicado en el equipo). La cantidad
final analizada fue de 99.7 + 0.1 g (suma de masas retenidas), lo cual indica que es un buen analisis
ya que la muestra inicial fue de 100 gy es mayor al 98 % aceptable. El porcentaje se calculd como
la masa retenida dividido los 99.7 g finales por 100.

Cuadro 28. Porcentaje de masa de harina que pasé en las mallas del analisis granulométrico

Apertura (mm) Porcentaje que pasoé la malla (%)
0.850 72.22 +£0.14
0.600 46.54 +£0.20
0.355 19.96 +0.25
0.250 11.03 £0.29
0.180 5.42+0.32
0.150 1.91+0.35
0.125 0.00 £0.38

Con estos datos fue posible elaborar la distribucion de las particulas obtenidas de vaina de frijol
luego de la molienda en el molino de martillos, asi como fueron usados para determinar el D70.

Cuadro 29. Constantes obtenidas en la regresion lineal utilizada para calcular la concentracion de
azUcares reductores en forma de glucosa
Pendiente (abs * 0.5 mL/mg) Intercepto (abs)

0.1263 + 0.0059 0.0121 £ 0.0164

Las constantes se obtuvieron con el analisis de regresion de Excel. Los datos fueron utilizados para
calcular la concentracion de azucares reductores en forma de glucosa en la determinacion de la
actividad enzimatica. Los datos con los cuales se hizo la regresion se encuentran en el Cuadro 16
de Datos originales.
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Cuadro 30. Glucosa liberada del papel filtro en la hidrdlisis enzimatica y concentracion de la
enzima que libera la cantidad critica de glucosa

Concentracion que

Muestra Glucosa liberada Conc.entraci()n libera 2 mg de
(mg) enzima (v/v) glucosa (v/v)
Sin vaina -0.134 £ 0.130 1.000 -214.702
Sin vaina 1:5 -0.127 £0.130 0.200 -
Control 12.5 g/LL -0.034 £0.130 1.000 -44.676
Control 12.5 g/L 1:5 0.002 £0.130 0.200 -
Control 25 g/LL 0.261 £0.130 1.000 4.880
Control 25 g/L 1:5 -0.098 +£0.130 0.200 -
Control 37.5 g/LL -0.048 +£0.130 1.000 -49.483
Control 37.5 g/L 1:5 -0.016 +£0.130 0.200 -
12.5 g/L-1 a) 1.533 £0.148 1.000 1.285
12.5 g/L-1 1:5 a) 0.220 £0.130 0.200 -
12.5 g/L-1b) 1.724 £0.153 1.000 1.175
12.5 g/L-1 1:5b) 0.467 £0.132 0.200 -
12.5 g/L-1 ¢) 1.598 £0.150 1.000 1.272
12.5 g/L-1 1:5 ¢) 0.418 £0.131 0.200 -
25 g/L 0.054 £0.130 1.000 16.485
25 g/L 1:5 -0.047 £0.130 0.200 -
37.5 g/L -0.043 £0.130 1.000 43.127
37.5g/L 1:5 -0.081 £0.130 0.200 -
12.5 g/L-2 0.311 £0.131 1.000 4.710
12.5 g/L-2 1:5 -0.053 £0.130 0.200 -
12.5 g/L-3 0.376 £0.131 1.000 4.671
12.5 g/L-3 1:5 0.022 £0.130 0.200 -

Como en los ensayos se utilizaron 0.5 mL de los extractos, la cantidad de glucosa liberada es igual
a la concentracion obtenida en la Ecuacion 6. La concentraciéon de enzima corresponde a la
concentracion del extracto agregado, 1 corresponde al uso del extracto concentrado y 0.2 a la
dilucion 1:5 realizada en buffer de citrato. La concentracion que libera 2 mg de glucosa se obtuvo
con una extrapolacion usando los datos del extracto concentrado y del diluido. El valor de 2 mg es
la cantidad critica del ensayo estandar utilizado.

Cuadro 31. Azucares reductores en forma de glucosa liberados de la vaina de frijol por la
hidrolisis enzimética luego de diferentes tiempos de hidrélisis

Azucares en forma de glucosa (g/L)

Tiempo . T 1. . . T .
(h £ 0.05 Vaina sin hidrolizar Vaina con hidrdlisis alcalina
h) ) Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
1 ) 3 Curva 1 ) 3 Curva
1 ) ) 1.50 + i 0.96
0.27 0.26
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5 339+ 152+ 171+ 523+ 7
030 027 027 0.36 0.27
A ] L2+ 0892
0.27 0.26
" 655+ 160+ 237+ 156+ 8.02+ 156+  0.96+
040 027 028 027 046 027 0.6
1.68 + 113+
26 ) ) 0.27 ) ] 0.26
48 675+ 147+ 225+  895% 131+
041 027 028 0.49 0.27
50 698+ 144+ 223  737% 135+
042 027 028 0.43 0.27

Los azucares reductores liberados se calcularon utilizando los datos del Cuadro 18 y la Ecuacion 6.
Los resultados de la ecuacion se convirtieron a g/L.

Cuadro. 32. Constantes obtenidas en las regresiones lineales utilizadas para calcular la

concentracion de azUcares y etanol analizados en HPLC

Compuesto Pendiente (nRIU*s / % (m/v))
Sacarosa (3.86377 £ 0.20916) E+06
Glucosa (4.17719 £ 0.32807) E+06
Fructosa (4.74449 + 0.26027) E+06

Etanol (2.00936 +0.13112) E+06

Las constantes se obtuvieron con el analisis de regresion de Excel, el cual coincidio con el analisis
de regresion del cromatdgrafo. Los datos fueron utilizados para calcular la concentracion de
azucares y etanol. En las regresiones se iguald la constante a 0 para obtener las pendientes. Los
datos con los cuales se hicieron las regresiones se encuentran en el Cuadro 19 de Datos originales.

Cuadro 33. Concentracidn final de etanol, glucosa y fructosa en la fermentacién llevada a cabo en
Erlenmeyers con deflectores
Concentracion Concentracion

Concentracion

Muestra glucosa fructosa etanol
% (m/v) % (m/v) % (m/v)

VN -1 0.022 +0.002 0.000 + 0.000 0.069 + 0.005
VN -2 0.021 +0.002 0.000 + 0.000 0.062 + 0.004
VN -3 0.021 +0.002 0.000 + 0.000 0.059 + 0.004
VH-1 0.000 + 0.000 0.164 + 0.009 0.059 + 0.004
VH -2 0.000 + 0.000 0.165 + 0.009 0.056 + 0.004
VH -3 0.000 + 0.000 0.163 + 0.009 0.054 +0.004
VN sin levadura 0.040 +0.003 0.000 + 0.000 0.033 +£0.002
VH sin levadura 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.039 +0.003
VN sin enzimas 0.024 +0.002 0.000 + 0.000 0.024 +0.002
VH sin enzimas 0.000 + 0.000 0.164 + 0.009 0.048 +0.003
Sin vaina 0.030 + 0.002 0.030 + 0.002 0.026 + 0.002
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Se observa que la mayor concentracion de etanol se obtuvo en los medios con vaina, levadura y
extracto enzimatico. La determinacion de las concentraciones se hizo mediante HPLC.

Cuadro 34. Glucosa liberada del papel filtro en la hidrdlisis enzimatica y concentracion de la
enzima que libera la cantidad critica de glucosa en las muestras del biorreactor
Concentracion que

Glucosa liberada Concentracion

Muestra (mg) enzima (v/v) libera 2 mg de
glucosa (v/v)

1 0.964 +0.137 1.000 1.961
1-1:5 0.101 £0.130 0.2 -

2 0.957 £0.137 1.000 1.962
2-1:5 0.090 +0.130 0.2 -

3 0.965 +0.137 1.000 1.955
3-1:5 0.098 £ 0.130 0.2 -

Como en los ensayos se utilizaron 0.5 mL de los extractos, la cantidad de glucosa liberada es igual
a la concentracion obtenida en la Ecuacion 6. La concentracion de enzima corresponde a la
concentracion del extracto agregado, 1 corresponde al uso del extracto concentrado y 0.2 a la
dilucion 1:5 realizada en buffer de citrato. La concentracion que libera 2 mg de glucosa se obtuvo
con una extrapolacion usando los datos del extracto concentrado y del diluido. El valor de 2 mg es
la cantidad critica del ensayo estandar utilizado.

Cuadro 35. Actividad enzimatica de los extractos obtenidos en unidades de papel filtro por
mililitro de las muestras del biorreactor

Muestra FPU (unidades/mL) FPU B (unidades/mL)
1 0.189 0.178 +0.025
2 0.189 0.177 £ 0.025
3 0.189 0.179 +0.025

Las FPU se calcularon con la Ecuacion 7, mientras que las FPU B se calcularon con la Ecuacion 8
que se utiliza cuando la glucosa liberada con el extracto concentrado es menor al valor critico de 2
mg, como en los resultados obtenidos.

Cuadro 36. Promedio del conteo de las levaduras en el biorreactor durante la fermentacién
alcoholica usando la cAmara de Neubauer

Porcentaje de

Tiempo (h £0.05 h) Células viables Células no viables viabilidad (%6)
Inéculo inicial 2667.75 + 680.81 55 +10.92 97.98 + 35.01

0 117.75 + 23.41 2+0.82 98.33 £27.43

22 159 + 33.81 4.75+4.35 97.10 £ 28.90

47 446 +77.13 19+9.27 95.91 + 23.06

70 1034.5 + 104.83 4.75 +2.50 99.64 + 24.66

88 1311.75 £ 230.01 475+1.71 99.54 +14.24

Los datos de células viables y no viables corresponden a valores promedios y la incertidumbre
corresponde a la desviacion estandar. El porcentaje de viabilidad se calculd con estos datos usando
la Ecuacion 11.
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Cuadro 37. Concentracion de las levaduras en el biorreactor en el cual se llevé a cabo la
fermentacion alcohdlica en nimero de células por mL

Tiempo Concentracion de levaduras
(h £0.05 h) (células/mL)
In6culo inicial (5.34 £1.36) E+07
0 (2.36 £0.47) E+06
22 (3.18 £ 0.68) E+06
47 (8.92 £ 1.54) E+06
70 (2.07 £0.21) E+07
88 (2. 62 + 0.46) E+07

La concentracion se determind usando la Ecuacion 12. Se observa que las levaduras fueron
creciendo en el tiempo usando la vaina de frijol como fuente de carbono.

Cuadro 38. Concentracion de las levaduras en el biorreactor en el cual se llevé a cabo la
fermentacion alcohdlica en peso seco por mL

Tiempo Concentracion de levaduras
(h £0.05 h) (g/L)
Inéculo inicial 5.39+0.13
0 0.24 £0.08
22 0.32+0.11
47 0.90+0.28
70 2.09 +0.58
88 2.65 +0.82

La concentracion se determiné usando la Ecuacion 13 al correlacionar la concentracion en células
por mL con el factor de proporcion del peso de cada célula.

Cuadro 39. Concentracidn de sacarosa, glucosa, fructosa y etanol en la fermentacion llevada a
cabo en el Biorreactor de 1 L a diferentes instantes de tiempo
Concentracion Concentracion Concentracion

Concentracion

-Teomogoh()h sacarosa glucosa fructosa etanol
- % (m/v) % (m/v) % (m/v) % (m/v)
22 0.023 +0.001 0.020 + 0.002 0.080 + 0.004 0.108 + 0.007
47 0.020 + 0.001 0.016 +0.001 0.071 £ 0.004 0.113 £ 0.007
70 0.019 +0.001 0.016 +0.001 0.026 + 0.001 0.116 +0.008
88-1 0.018 +0.001 0.016 +0.001 0.025 +0.001 0.131 +0.009
88 -2 0.018 £ 0.001 0.016 +0.001 0.056 + 0.003 0.119 +0.008
88-3 0.018 +0.001 0.016 +0.001 0.021 +0.001 0.157 £ 0.010

La determinacion de las concentraciones se hizo mediante HPLC. Se observa un aumento en la
concentracion de etanol con el tiempo, al final de la fermentacion se realiz6 un triplicado de

mediciones.
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Cuadro 40. Concentracion de la vaina de frijol sobrante y de solidos disueltos en la sacarificacion
y fermentacion simultanea

Concentracion

Material
(9/L)
Vaina de frijol sobrante 9.05+0.83
Sélidos disueltos 28014

La concentracidn de vaina de frijol se determino con la Ecuacién 14, mientras que la de los sélidos
se hizo con la Ecuacion 5.

Cuadro 41. Logaritmo de la concentracion de las levaduras en el biorreactor y velocidad
especifica de crecimiento

Tiempo Ln (Concentracién de Velocidad especifica de
(h £0.05 h) levaduras) crecimiento (h™)
0 -1.44 +£0.32 0.000 + 0.000
22 -1.14£0.33 0.014 +0.021
47 -0.10 £0.31 0.041 +0.018
70 0.74 £0.28 0.037 £0.018
88 0.97+£0.31 0.013 £ 0.023

Se calculd el logaritmo natural de la concentracion con los datos del Cuadro 38 para calcular la
velocidad especifica de crecimiento y con ello el tiempo de generacién de las levaduras.

F. Analisis de error

Cémo se podian dar variaciones en los datos en distintas muestras, se llevaron a cabo diferentes
mediciones para analizar el error estadistico de los datos obtenidos, por lo que se calcul6 la media
de los datos y su dispersion.

Ecuacion 19. Media aritmética:
Indica el valor promedio en una muestra que se estd analizando (Anderson et al., 2012).
1098 % + 891 % + 11.31 %

X=2Xx = 3 = 10.40 % (m/m)
n

x= media aritmética
X1 = valor de cada dato
n = numero de datos

Los datos se obtuvieron del Cuadro 10 de la seccion de Datos originales. El resultado obtenido
se encuentra en la seccion de Resultados en el Cuadro 1. El célculo se realizé para determinar el
contenido de humedad promedio de la vaina de frijol utilizada en el estudio. Este calculo fue
realizado para determinar la media de los diferentes datos.
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Ecuacion 20. Desviacion estandar:
Indica qué tan dispersos estan los datos de la media tipicamente (Anderson et al., 2012).

=1.30 % (m/m)

3—-1

\[Z(xi — )2 \/(10.98 % — 10.40 %)2 + (8.91 % — 10.40 %)2+(11.31 % — 10.40 %)?
S = =
n—1

s= desviacidn estandar
x1 = valor de cada dato

X = media muestral
n = namero de datos

Los datos se obtuvieron del Cuadro 10 de la seccion de Datos originales y del resultado de la
Ecuacion 19. El resultado obtenido se encuentra en la seccion de Resultados en el Cuadro 1. El
calculo se realizo para determinar la desviacion o error estandar del contenido de humedad de la
vaina de frijol utilizada en el estudio. El mismo calculo se usé para determinar la desviacion
estandar de los diferentes datos.

Ecuacioén 21. Intervalo de confianza:

Indica el rango dentro del cual se encontrara la media poblacional con un nivel de confianza
(Anderson et al., 2012).

IC =X+ ﬁ =10.40 % +M = 10.40 % + 3.23 % (m/m)
5 T 73 T
IC = intervalo de confianza
X = media aritmética
t = valor de la distribucion t Student a un nivel de confianza
S = desviacion estandar
n = namero de datos

Los datos se obtuvieron del Cuadro 1 de la seccién de Resultados y de la tabla t-Student con
un nivel de confianza del 95 % El resultado obtenido se encuentra en la seccion de Resultados en
el Cuadro 1. El céalculo se realiz6 para conocer el intervalo en el que se encuentra la media
poblacional del contenido de humedad de la vaina de frijol utilizada en el estudio y el parametro
bajo el cual son aceptables los datos. Este calculo fue realizado para determinar el intervalo de
confianza de los demaés datos.

Ecuacion 22. Coeficiente de variacion:
Indica qué tan grande es la desviacion estandar respecto a la media. Es una medida de variabilidad
relativa a la media (Anderson et al., 2012).

cv S 100 1.30% 100 = 12.51 %
= — %k = — % = .
% 10.40 % °
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CV = coeficiente de variacion
X = media aritmética
S = desviacion estandar

Los datos se obtuvieron del Cuadro 1 de la seccion de Resultados. El resultado obtenido se
encuentra en la seccion de Resultados en el Cuadro 1. El calculo se realizé para conocer la magnitud
de la dispersion, respecto a la media muestral, de los datos del contenido de humedad de la vaina
utilizada en el estudio. Este calculo fue realizado para determinar el coeficiente de variacion de los
demas datos.

Para los diferentes calculos se obtuvo la propagacion de error ya que se usaron varios
instrumentos de medicion cuya incertidumbre se fue acumulando

Ecuacion 23. Propagacion de error para multiplicacion y division

Se utiliza para determinar la incertidumbre del resultado obtenido en multiplicaciones o divisiones
(Anderson et al., 2012).

-0 %)+ ()

A6, Ax, Ay = incertidumbres de los datos o mediciones

2

= 27.78 % (0'1g)z+(0'1g)2—+0140/
-t 277 g 99.7g)  — 7

8, X, y = datos o mediciones

Los datos se obtuvieron de la incertidumbre del Cuadro 27 de Datos calculados. Los resultados
obtenidos se utilizaron para calcular la incertidumbre del porcentaje de masa retenida en las mallas
del analisis granulométrico y se muestra en el Cuadro 27 de Datos calculados. Este calculo fue
utilizado para toda la propagacion de error que tenia una multiplicacion o division.

Ecuacién 24. Propagacién de error para sumas y restas

Se utiliza para determinar la incertidumbre del resultado obtenido en sumas y restas (Anderson
etal., 2012).

A8 = +/(4x)% + (4y)? = /(0.14 %)? + (0.14 %)% = +0.20 %
A6, Ax, Ay = incertidumbres de los datos o mediciones

Los datos se obtuvieron de la incertidumbre del Cuadro 27 de Datos calculados. Los resultados
obtenidos se utilizaron para calcular la incertidumbre del porcentaje de masa que paso en las mallas
del andlisis granulométrico y se muestra en el Cuadro 28 de Datos calculados. Este calculo fue
utilizado para toda la propagacion de error que tenia sumas o restas.
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Ecuacion 25. Propagacién de error para logaritmos

Se utiliza para determinar la incertidumbre del resultado obtenido en logaritmos (Anderson et al.,
2012).

_Ax  0.08g/L
“xxlna  0.24 g/L * Ine

A6 = $0.32

A6, Ax = incertidumbres de los datos o mediciones
x = datos o mediciones
a = base del logaritmo utilizado

Los datos se obtuvieron de la incertidumbre del Cuadro 38 de Datos calculados. Los resultados
obtenidos se utilizaron para calcular la incertidumbre del logaritmo de la concentracion de levaduras
y se muestra en el Cuadro 41 de Datos calculados. Este calculo fue utilizado para toda la
propagacion de error que tenia un logaritmo.

Para poder determinar la concentracion de azlcares reductores en forma de glucosa fue
necesario realizar una curva de calibracion entre la concentracion de glucosa y la absorbancia. A
continuacion, se muestra la regresion obtenida.

Figura 79. Curva de calibracién de azucares reductores en forma de glucosa utilizada con el
método DNS

Curva de calibracion de glucosa

0.7

y=0.1263x+0.0121
R?=0.9914

06

05

04

0.3

Absorbancia

0.2

0.1

0.00 1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00
Concentracion (mg/0.5 mL)

Fuente: Elaboracion propia.

Como se puede observar, el R* es muy cercano a 1, lo que indica que hay una relacion lineal entre
los datos y que el modelo matematico permite predecir distintos valores de concentracion a
distintas absorbancias. Por lo tanto, es posible usar esta curva para determinar la concentracion de
glucosa y de azlicares reductores en forma de glucosa con el método DNS.
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Con el analisis de regresion de Excel se obtuvo un error tipico para la pendiente de 0.0059 y
para el intercepto de 0.0164. Los datos usados para obtener la curva se encuentran en el Cuadro 16
de Datos originales.

Cuadro 42. Error del ensayo de papel filtro para determinar la actividad enzimatica utilizando el
método DNS para la cuantificacion de azucares reductores

Media Desviacion Intervalo de Coeficiente de
estandar confianza variacion
(FPU/mL) (FPU/mL) (FPU/mL) (%)
0.298 0.015 0.298 £0.037 4.97

Los datos corresponden a un triplicado del analisis de la actividad enzimatica para un mismo
extracto enzimatico. Los datos se encuentran en el Cuadro 4 de Resultados. Se observa que la
variacion es menor al 5 % lo que indica que el método tiene una variabilidad aceptable.

Para poder determinar la concentracion de azicares y etanol en HPLC, fue necesario realizar
curvas de calibracion entre la concentracion y el area de la sefial recibida del equipo. A continuacion,
se muestran las regresiones obtenidas.

Figura 80. Curva de calibracién de sacarosa en el equipo HPLC con indice de refraccion

Area1
: S
1.5€7 + +
1 " 4
1E7~: ' $ 3
» +
S5E6
0 |
0 2 4
Amount{ (oAl

Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentaciéon Quimica Avanzada.

E1 R? es de 0.988, lo que indica que hay una relacién lineal entre los datos y que el modelo
matematico permite predecir distintos valores de concentracion a distintas areas de los
cromatogramas. Por lo tanto, es posible usar esta curva para determinar la concentracion de
sacarosa.

Con el andlisis de regresion de Excel se obtuvo un error tipico para la pendiente de
2.09157E+05. Los datos usados para obtener la curva se encuentran en el Cuadro 19 de Datos
originales.
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Figura 81. Curva de calibracion de glucosa en el equipo HPLC con indice de refraccion
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada.

El R? es de 0.976, lo que indica que hay una relacion lineal entre los datos y que el modelo
matematico permite predecir distintos valores de concentracion a distintas areas de los
cromatogramas. Por lo tanto, es posible usar esta curva para determinar la concentracion de
glucosa.

Con el analisis de regresion de Excel se obtuvo un error tipico para la pendiente de
3.28074E+05. Los datos usados para obtener la curva se encuentran en el Cuadro 19 de Datos
originales.

Figura 82. Curva de calibracion de fructosa en el equipo HPLC con indice de refraccion

Area
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentaciéon Quimica Avanzada.

El R? es de 0.988, lo que indica que hay una relacion lineal entre los datos y que el modelo
matematico permite predecir distintos valores de concentracion a distintas areas de los
cromatogramas. Por lo tanto, es posible usar esta curva para determinar la concentracion de
fructosa.

Con el andlisis de regresion de Excel se obtuvo un error tipico para la pendiente de
2.60265E+05. Los datos usados para obtener la curva se encuentran en el Cuadro 19 de Datos
originales.
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Figura 83. Curva de calibracion de etanol en el equipo HPLC con indice de refraccion
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Fuente: Encargado del Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada.

El R? es de 0.983, lo que indica que hay una relacion lineal entre los datos y que el modelo
matematico permite predecir distintos valores de concentracion a distintas areas de los
cromatogramas. Por lo tanto, es posible usar esta curva para determinar la concentracion de

etanol.

Con el analisis de regresion de Excel se obtuvo un error tipico para la pendiente de
1.31124E+05. Los datos usados para obtener la curva se encuentran en el Cuadro 19 de Datos

originales.

G. Datos de placa de equipos utilizados

Cuadro 43. Datos de placa de los principales equipos utilizados durante la experimentacion

Equipo Marca Modelo Serie Eflergla Rango Otro
eléctrica
100 - 120V
Balanza de Ohaus  MB45 - 4A 0.5-45 " 4. 0.001 ¢
humedad
50/60 Hz
208-230 V
Molino de .
21.5-20A :
martillos Baldor ~ M3710T  F286 o gﬁ Eﬁglzef,}“a'
(motor) 60 Hz ?
7.5 HP
Equipo para .
andlisis WS px29 19183 - - Tipo: RO-
s Tyler TAP
granulométrico
Equipo para 15V
analisis 25A 1725 Eficiencia:
granulométrico Baldor ) WI199 60 Hz RPM 57 %
(motor) 0.25 HP
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+17 VDC - i
B.alanz’g Ohggs TS4KS 1569 0-4000 Incertidum
semianalitica Precision 230 mA g bre: 0.1 g
Incertidum
Balanza de piso Ohaus Def;:nde 3000 5-15V 0 —leO bre: 0.02
g kg
120V
Estufacon oo 8P1313 1768090
agitador Scientific 75 700635 8.90 A - -
magnético 60 Hz
8145V Incertidum
Balz}n.za Ohaus  Pioneer - 50/60 Hz 0=T0" e 0.0001
analitica
4W g
230V
10 A 0-2.38
Autoclave Tuttnauer - 19110541 -
60 Hz bar
2.4 kW
115V
Campanade p boonco 3600000 70469119 12A 0-30 i
flujo laminar psig
60 Hz
120V
. 0599- 500 A T amb —
Incubadora Labline 310 0437 50/60 Hy 100° C
600 W
Estereoscopio Premiere - 1391266  110-120V - -
Fish Mi Hov Bulbo: 6 V,
. . isher icrom ulbo: 6 'V,
Microscopio g o nific  aster ) 125 mA 20W
60 Hz
120V
Incubadora con SHKA4 1413070 45A T ainb T 02500
. . Barnstead 10°C —
agitador orbital 450 765202 50/60 Hz 60° C RPM
500 W
Espectrofotomet ¢, .\~ UVmini  A109343 100 - 120 V ] )
10 -1240  34307CS 50/60 Hz
New 120 V
Incubadora con  Brunswic 89061492 T asn b+ 40 — 400
; : G-25 10A 5°C -
agitador orbital k 60° C RPM
Scientific 50/60 Hz
115V Capacidad:
1L
: 12A 0— 7000 ’
Centrifugadora Sorvall RT-7 - 60 Hz RPM  Temperatur
a: -5a25°
1400 W C
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120 V

Horno secador E19104 04104261 50 -
de conveccion R 7 1A1013 60Hz 500 C -
1.4 kW
120V
o . MDL 69905069 33A T amb +
Bafio térmico Precision 183 1 5°C — -
50/60 Hz 1000 C
400 W
Fish 106N034 N 3400 C idad
. isher apacidad:
Centrifugadora Scientific 228 ) 2.1A RPM 90 mL
60 Hz
20 -
. . 120 v 1200  pH:2-12,
Biorreactor S;ggri‘mus Izloif;t 8843812 15A RPM,0  pO2: 0—
P 50/60 Hz ~ —150° 100 %
C
H. Reactivos utilizados en la experimentacion
Cuadro 44. Principales reactivos utilizados durante la experimentacion
Reactivo FOl:mPla Marca Grado, pureza Numero fie
quimica referencia
Para analisis, 99.0 -
Urea CO(NH2): Merck 100.5 % 1.08487.0500
Fosfato KH,PO, Fisher Para anilisis, 99.8 %  F.W.136.09
monopotasico Scientific
Sulfato de amonio (NH4)2SO4 Merck Para analisis, 99.5%  1.01217.1000
Cloruro de calcio CaCl: * 2 Para analisis, 99.0 —
dihidratado H0 Merck 102.0 % 1.02382.0500
Sulfato de «
magnesio MgS0. %7 Merck Para anélisis, 99.5 %  1.05886.0500
, H-0
heptahidratado
Peptona de carne - Merck Para microbiologia 1.07214.1000
Sulfato de hierro FeSO, * Para analisis, 99.0 —
(Il) heptahidratado ~ 7H,0 Merck 102.0 % 1:03965.0500
Sulfato de % e
manganeso (1) MnSO. Merck Para andlisis, 98.0 = 15041 9250
. H0 101.0 %
monohidratado
Sulfato de zinc ZnSO4 * 7 Para analisis, 99.5 —
heptahidratado H:0 Merck 103.0 % 1.08883.0500
Cloruro de cobalto  CL.Co * 6 Para analisis, 99.0 —
(IT) hexahidratado H.0 Merck 102.0 % 1.02539.0100
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Hidrogeno ftalato

. CsHsKO4 Merck Para analisis, 99.5 %  1.04874.0250
de potasio
Polisorbato Tween Distribuidora
80 CoaHi24026 del Caribe i 70100616
Extracto de . . ,
- Merck Para microbiologia 1.03753.0500
levadura
D (+) glucosa CesH1206 * L,
monohidratada O Merck Para bioquimica 1.04074.1000
H‘drscc’)’gi‘io de NaOH Merck Para andlisis, 99.0 %  1.06498.1000
Para analisis, 99.0 —
Fenol CsHsOH Merck 1005 % 1.00206.0250
Acido 3,5- Fisher . 0
dinitrosalicilico CrHNO Scientific Reactivo, 97 % i
Metaz‘sgilfto de Na:S;0s  Sigma-Aldrich  Para andlisis, 99 %  $9000-500G
Acido citrico CsHsO7 * Para analisis, 99.5 —
monohidratado H0 Merck 100.5 % 1.00244.0500
Tartrato de sodio .
potasio c4§21%\%06 Merck Para ailggsols(;/”o = 1.08087.1000
tetrahidratado 2 e
D (+) glucosa CsH1206 Sigma-Aldrich ~ Para HPLC, 99.5 % G-7528
Glicerol CsHsO:s Merck Para analisis, 99.5 %  1.04092.1000
Acido clorhidrico Para analisis, 37.0 —
fumante HCl Merck 38.0 % 1.00317.2500
Agar papa - Merck Para microbiologia 1.10130.5007
dextrosa
Caldo nutritivo - Merck Para microbiologia 1.05443

I. Glosario

Actividad enzimatica: es una medida que indica la velocidad de reaccion catalizada por una enzima
expresada en micromoles del sustrato transformado o producto obtenido por minuto. Indica qué tan
rapido se lleva a cabo una reaccion con una determinada cantidad de enzima.

Analisis granulométrico: es un procedimiento manual o mecanico por medio del cual se separan
las particulas constitutivas de un agregado o conjunto de particulas segun tamafos, permite conocer
la distribucion del tamafio de particulas en una muestra.

Azucares fermentables: azicares simples que pueden ser utilizados por los microorganismos como
fuente de carbono para crecer y obtener diferentes productos de interés.

Bioetanol: compuesto quimico obtenido a partir de la fermentacion de azucares por
microorganismos como levaduras, el cual puede utilizarse como combustible o en otras
aplicaciones.

Bioproceso consolidado: proceso en el que la levadura produce las enzimas para hidrolizar un
sustrato lignocelul6sico y que usa los azucares liberados para producir etanol en un solo reactor.
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Biorreactor: recipiente o sistema que mantiene un ambiente biolégicamente activo en el cual
pueden crecer microorganismos al consumir un sustrato en condiciones controladas de temperatura,
pH, agitacion, oxigeno disuelto, entre otras, para obtener un producto de interés.

Catalisis: proceso en el cual se aumenta la velocidad de una reaccion quimica por la presencia de
una sustancia llamada catalizador, cuya concentracion no cambia durante la reaccion.

Celulasas: son un grupo de enzimas complejas especializadas en catalizar la descomposicion de la
celulosa y otros polisacaridos relacionados en multiples unidades de glucosa.

Celulosa: componente principal de la pared celular de las plantas, es un biopolimero compuesto
por unidades de glucosa unidas mediante un enlace beta.

Centrifugacion: método en el que se pueden separar solidos de liquidos de diferente densidad por
medio de una fuerza giratoria llamada centrifuga que genera un campo centrifugo.

Cepa: es una poblacion de microorganismos de una sola especie que descienden de una unica célula
o provienen de una determinada muestra en particular.

Ensayo de papel filtro: ensayo estandarizado utilizado para determinar la actividad enzimatica de
las celulasas ya que estas pueden hidrolizar la celulosa del papel filtro para liberar glucosa que es
posteriormente cuantificada.

Enzimas: moléculas organicas que actiian como catalizadores en reacciones quimicas, acelerando
la velocidad de reaccion. Normalmente son de naturaleza proteica pero también hay de ARN. La
velocidad de reaccion es modificada sin afectar el equilibrio ni termodinamica global de esta.

Enzimas lignoceluloliticas: proteinas extracelulares excretadas por diferentes microorganismos
para convertir la lignocelulosa en azlicares simples que pueden consumir.

Espectrofotémetro: instrumento que mide la cantidad de intensidad de luz que una muestra puede
absorber con una determinada longitud de onda, esto ayuda a determinar la concentracion de
compuestos en una solucion.

Extracto enzimatico: solucion en la cual se encuentra una o una serie de enzimas que tienen una
funcion especifica. Este extracto se puede utilizar para llevar a cabo diferentes reacciones o para
purificar y caracterizar las enzimas que contiene.

Fermentacién: es un proceso catabolico de oxidacion incompleta que no requiere oxigeno y cuyo
producto final es un compuesto organico como el etanol o el acido lactico.

Fermentacion y sacarificacion simultanea: es un proceso en el cual en el mismo medio de
reaccion se lleva a cabo la hidrdlisis de un sustrato lignoceluldsico para liberar azicares
fermentables que son consumidos por microorganismos como levaduras para que produzcan un
compuesto de interés como el etanol.

Glucosa: es un azticar monosacarido, la cual es la principal fuente de energia en los organismos,
esta es una hexosa que se encuentra en las frutas y en la miel.

Hemicelulosa: es un conjunto de polisacaridos heterogéneos formados por 2 tipos de
monosacaridos unidos por enlaces beta, principalmente xilosa, arabinosa, galactosa, manosa,
glucosa y acido glucurodnico, esta esta presente en la lignocelulosa.

Hexosa: monosacarido formado por una cadena de 6 atomos de carbono como la glucosa, fructosa
y galactosa y son asimilables por la mayoria de los microorganismos.

Hidrélisis: es una reaccion quimica entre una molécula de agua y otra macromolécula en la cual el
agua rompe uno o mas enlaces quimicos y sus atomos pasan a formar otra especie quimica. La
hidrolisis puede ser facilitada por compuestos quimicos o con el uso de enzimas.

Hongos miceliales: hongos filamentosos pluricelulares que forman un entramado de hifas llamado
micelio, el cual es parecido a una raiz, estos pueden producir una amplia variedad de enzimas.
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HPLC: significa cromatografia liquida de alta resolucion, es una técnica que permite separar
diferentes componentes en una mezcla a través de una columna y una fase movil y cuantificarlos
mediante un detector.

Inductor: es un compuesto que puede unirse a una enzima para inducir un aumento en su actividad
o bien puede unirse segmentos de ADN para inducir la transcripcion de genes que codifican para
ciertas enzimas.

Inhibidor: es un compuesto que puede unirse a una enzima para disminuir su actividad o bien
puede unirse a segmentos de ADN para evitar que se dé la transcripcion de genes que codifican para
ciertas enzimas.

Inéculo: pequeia cantidad de microorganismos que se introducirdn en un medio para que crezcan
y se reproduzcan.

Intervalo de confianza: es un par de nimeros entre los cuales se estima estadisticamente que existe
un valor respecto a un parametro poblacional con un nivel de confianza determinado. Es util cuando
no se conoce toda la poblacion y con una muestra se puede realizar estadistica inferencial.

Levaduras: Hongos microscopicos unicelulares que se dividen por gemacion y que pueden
consumir azucares en un medio sin oxigeno para producir etanol. Son los microorganismos
utilizados para elaborar pan y cerveza.

Lignina: serie de polimeros organicos complejos formados por alcoholes fendlicos. Estos forman
materiales estructurales en los tejidos de soporte de plantas y algunas algas al proporcionar
resistencia, impermeabilidad y proteccion contra ataques microbianos.

Lignocelulosa: es el principal componente de la biomasa de las plantas y consume cerca de la mitad
de los productos de la fotosintesis. Comprende los residuos agricolas y forestales y esta compuesta
por celulosa, hemicelulosa y lignina.

Método DNS: es un método utilizado para determinar azicares reductores ya que el acido 3,5-
dinitrosalicilico se reduce para oxidar los azlicares y formar un compuesto que tiene una fuerte
absorbancia a 540 nm, la cual se puede leer con un espectrofotometro.

Pentosa: monosacarido formado por una cadena de 5 4&tomos de carbono como la ribosa y la xilosa,
estas no son asimilables por todos los microorganismos.

Productividad: es el aumento en la concentracion de un producto o microorganismo por unidad de
tiempo, indica qué tan rapido se producen.

Proteinas: son macromoléculas formadas por cadenas lineales de aminoacidos, las cuales estdn
presentes en todos los organismos ya que tienen funciones cataliticas, reguladoras, estructurales,
defensivas, de transporte, receptoras, motoras y de almacenamiento de energia.

Rendimiento: es una relacion entre lo que se produce realmente de un compuesto versus su
produccion tedrica o versus el consumo de un sustrato.

Sustrato: es el componente sobre el cual actia una enzima para llevar a cabo una reaccion
enzimatica y obtener un producto de interés o bien es el compuesto que consume un
microorganismo para crecer y para que produzca compuestos de interés.

Trichoderma harzianum: hongo filamentoso que tiene la capacidad de alimentarse mediante la
secrecion de enzimas extracelulares que digieren los polisacaridos o proteinas para usar los
monoémeros como fuente de energia.

Vaina de frijol: envoltura aplanada y alargada que protege los granos de frijol antes de ser
cosechados.
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