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Resumen

En este proyecto de investigacion, se recolecto bagazo de manzana proveniente
de la industria sidrera, el cual se caracterizo6 fisicoquimica y composicionalmente con
diferentes técnicas de la AOAC, la muestra también se analizd6 estructuralmente

utilizando las técnicas de microscopia electronica de barrido y difraccion de rayos X.

Posteriormente se utilizd el bagazo de manzana como sustrato para el
crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus, donde se determind que es capaz de crecer
exitosamente en dicho sustrato ajustando el pH, sin ser necesaria la adicién de ningun
material de soporte. Después se procedié a extraer las enzimas extracelulares
producidas por el hongo (xilanasas, celulasas y pectinasas) mediante buffers de
citratos pH 5.3 y 4.8, y buffer de acetatos pH 4.8 respectivamente, cada tercer dia,

durante un mes.

Se encontro la mayor actividad de las tres enzimas a la mitad de fermentacion
siendo las celulasas las de mayor rendimiento, no obstante, estas fueron las que
presentaron menor especificidad, puesto que las enzimas xilanasas fueron las de

mayor actividad especifica.

Para realizar el tratamiento enzimatico se aplicaron los extractos de los dias de
mayor actividad de las enzimas extracelulares sobre el bagazo de manzana, durante
este se observo que la lignina fue el componente con mayor degradacion, seguido de
la hemicelulosa, y la celulosa presento una mayor degradacién por las enzimas
celulasas. Durante el tratamiento también se midio la actividad enzimatica cada 5 dias,
asi como los azucares producidos y se comprobé que cuando las enzimas alcanzan la

maxima velocidad de reaccion, los azucares se saturan y la actividad desciende.



Introduccion

El bagazo de manzana es el principal subproducto agroindustrial de la
produccion de la industria de sidra y zumos. Actualmente las regiones de mayor
potencial en México se ubican en los estados de Hidalgo, Puebla y Chihuahua.
Particularmente en el Estado de Puebla existen un total de catorce empresas sin tomar
en cuenta aquellas que no estan registradas (Guia México, s. f.; Hernandez, 2007).
Tan solo las sidreras halladas en Zacatlan tienen un desecho que va de 240 a las 300
toneladas de residuo por afo, este bagazo de manzana es tradicionalmente utilizado
como abono o enviado a plantas que realizan compostaje a partir de materias
vegetales. Otra gran parte es utilizado inadecuadamente en la alimentacién animal y
el resto, junto con buena parte de manzana residual se queda en la huerta sin ningan
uso, lo que da origen a un problema de contaminacion del medio ambiente por su alta
velocidad de putrefaccion (Bach et al., 2004; UNIFRUT, 2007).

Este residuo deberia considerarse subproducto de la industria con alto valor
afiadido, gracias a sus principales compuestos estructurales (celulosa, hemicelulosa y
lignina), cuyas propiedades los hacen sustratos biotecnolégicos (Howard et al., 2003);
pudiéndose utilizar para la produccién de enzimas tales como las enzimas Hidrolasas
ya gue tienen uso potencial en diferentes industrias como la farmacéutica, ambiental,
alimentaria, petroguimica, textil y papelera, estas enzimas permiten optimizacion del
proceso, lo hacen mas sencillo y obtienen un producto diferente o0 en mayor cantidad
(Quintero et al., 2006; Bommarius & Riebel, 2004).

En este contexto, esta reportado que el hongo Pleurotus ostratus, posee la
capacidad de degradar grandes polimeros que constituyen al substrato vegetal, asi
como contaminantes ambientales mediante la secrecion de complejos enzimaticos. La
mayoria de las enzimas son producidas en medio liquido, pero en los ultimos afios se
han desarrollado métodos no convencionales, como la fermentacion en medio sdlido
esta tiene como ventajas: el uso de sustratos econémicos, un rendimiento mas alto,
volimenes de operacion pequefios, baja demanda de agua y energia, y productividad

volumétrica alta (Manjarres et al.,2010; EI-Bakry et al., 2015).



Por tal motivo, en este trabajo de investigacion se utilizé el bagazo de manzana
que es una fuente lignocelulésica obtenido a partir del proceso de sidra, para la
produccion en estado sélido de enzimas hidrolasas extracelulares del hongo

Pleourotus ostratus.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

* Producir enzimas hidrolasas por fermentacion sélida del hongo Pleurotus

ostreatus y el bagazo de manzana como sustrato.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar fisicoquimica, composicional y estructuralmente los residuos

del bagazo de manzana.

* Inocular el hongo Pleurotus ostreatus en el bagazo de manzana para
realizar la fermentacion sélida, determinando las mejores condiciones de
cultivo: pH, porcentaje de humedad, concentracion de sustrato y tiempo de

inoculacion.

* Cuantificar la actividad enzimatica y actividad especifica de las enzimas
hidrolasas producidas por la fermentacién solida.



CAPITULO 1.
ANTECEDENTES



1.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIALES

Los residuos agroindustriales son materiales en estado solido o liquido que se
generan a partir del consumo directo de productos primarios o de su industrializacion
y no son de utilidad para el proceso que los genero, pero pueden ser aprovechados o
transformados para generar otro producto con valor econémico, de interés comercial
y/o social. Se tiene registrado que en México se generan cerca de 76 millones de
toneladas de residuos de frutas y vegetales al afio (Valdéz-Vazquez et al., 2010).
Particularmente en el estado de Puebla la industria sidrera produce alrededor de 300
toneladas anuales de residuo de manzana (Bach et al., 2004; Guevara, 2007).

Lamentablemente, cuando estos residuos no son reutilizados se convierten en
un problema de contaminacion ambiental, debido a que la mayor parte de éstos se
elimina usualmente mediante la quema de biomasa lo que conlleva al desprendimiento

de gases de efecto invernadero (El Hage, R et al.,2010; Howard et al., 2003).

Por lo que, en los dltimos afios se ha buscado aprovechar estos residuos, sin
embargo, para esto es necesario la caracterizacion y conocer su composicion, ya que
esto determina la calidad de sus componentes y la cantidad que se genera, debido a
que las caracteristicas de estos es muy variada, ademas, dependera de la materia
prima y del proceso que los generd; no obstante, comparten una caracteristica
principal que es el contenido de materia organica, constituida principalmente por
celulosa, lignina, hemicelulosa y pectina (El Hage, R et al.,2010). Debido a lo anterior,
dependiendo de su composicion y caracterizacion se elegiran las tecnologias mas

apropiadas para su aprovechamiento y posterior tratamiento.

1.1.1 Bagazo de manzana proveniente de la industria sidrera

El termino de sidra se aplica generalmente a la bebida producida mediante la
fermentacion de jugo de manzana (Malus pumila) como materia prima. En Puebla

existen varias regiones dedicadas a la produccion de sidra de manzana, tales como:



Zacatlan, Chignahuapan, Huejotzingo y sus alrededores; siendo un total de catorce
empresas, sin tomar en cuenta aquellas que no estan registradas (Guia México, s. f.;
Hernandez, 2007).

El proceso de elaboracion de sidra comienza con la recoleccién de las
manzanas, realizado durante los meses de octubre y noviembre, la eleccion de los
frutos se hace dependiendo del grado de maduracion, para posteriormente,
seleccionar y eliminar las manzanas demasiado maduras. Una vez que las manzanas
han sido seleccionadas y lavadas entran a la trituradora donde se procede a reventar
las células que contienen el jugo obteniendo el mosto de la pulpa de la manzana con
el fin de facilitar su posterior prensado, el mosto pasa a un enfriamiento a 5°C
aproximadamente con el objetivo de clarificarlo, esto permite que las particulas solidas
suspendidas en el liquido se agrupen y gracias a la gravedad sedimenten en el fondo
del depdsito, eliminando también particulas no deseadas, esta etapa suele durar entre
12 y 24 horas, consiguiendo de esta forma la limpieza y aclaramiento del zumo
(Mangas, 1992).

El mosto previamente enfriado, se trasporta por medio de bombas a los toneles
en donde se lleva a cabo la fermentacién, la cual esta dividida en dos partes. La
primera es la fermentacion tumultuosa que dura entre 15 y 30 dias en esta etapa la
levadura de la manzana transforma el aztcar en alcohol para lo que es necesario el
oxigeno. La segunda fermentacion es la silenciosa y se realiza en condiciones
anaerobias por lo que la barrica se cierra; en este periodo los restos se depositan en
el fondo del barril. Pasados unos dos meses la sidra esta dispuesta para ser bebida
(Mangas, 1992; Bump, V, 1989)

Este proceso al igual que muchos otros, conlleva a la generacion de residuos,
como manzanas defectuosas o muy maduras (que no pasa por la prensa durante el
proceso de seleccion), cascara y pulpa que queda de la extraccion del mosto de
manzana, el sedimento de las lias de decantacion del mosto y la de las lias de

decantacion de sidra, llamado bagazo de manzana (Berriak, 2017.).



Las sidreras ubicadas en Zacatlan fabrican alrededor de 400 mil unidades de
sidray emplean cerca de 1200 a 1600 toneladas de manzana anuales y se calcula que
se obtienen 20 Kg de subproducto por cada 100 Kg de manzana que entra al proceso,
esto equivaldria a un desecho que va de las 240 a las 300 toneladas de residuo

anuales, sin contar lo originado por las otras sidreras (Guevara, 2007).

A pesar del creciente interés que existe en la utilizacion de los residuos
organicos, especificamente, de aquellos que resultan durante la elaboraciéon de la
sidra de manzana, muchos de estos son desechados o en el mejor de los casos
utilizado como pienso para animales, como abono o enviados a plantas que realizan
compostaje a partir de materias vegetales; no obstante, esto no aporta un gran valor
agregado, ya que los ganaderos solamente pueden contar con este alimento durante
unas pocas semanas del afio, aunado a que el resto del bagazo junto con buena parte
de manzana residual se queda en la huerta sin ninguna utilizacion, lo que da origen a
un problema de contaminacion del medio ambiente por su alta velocidad de
putrefaccion debido a la gran cantidad de azlUcares que contiene, continua con
procesos de fermentacion (Bach et al., 2004; UNIFRUT, 2007).

Por otro lado, el bagazo de manzana tiene un alto contenido de humedad (70-
80%), y se sabe que este bagazo junto con el de pera tienen el contenido de fibra
dietética mas alto de todas las frutas, ademas, la pectina, la celulosa y hemicelulosa
constituyen la mayor parte de los polisacaridos del bagazo de manzana. Resultando
en que, la composicion quimica de este residuo es fibra (33 a 35.9%) constituida por
pectina (3.7-6%), hemicelulosa (4 — 4.7%), celulosa (17%) y lignina (9 %) (Wang, &
Thomas, 1998), por esta razon, puede ser empleado como sustrato biotecnolégico en

las fermentaciones.

1.2 Componentes de los residuos lignocelulésicos

Los residuos agroindustriales como el bagazo de manzana son residuos
denominados lignoceluldsicos o biomasa lignoceluldsica, ya que es material organico
proveniente de plantas o frutas, estos residuos estan compuestos por una pared

celular que rodea el protoplasto delimitado externamente por la membrana plasmatica.
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La pared celular es una estructura almamente organizada, brinda rigidez protegiendo
el contenido de la célula, no es rigida, ya que soporta las fuerzas osmoéticas y el
crecimiento de la célula. Esta formada por una red tridimensional de microfibrillas de

celulosa contenida en una matriz constituida por polisacaridos (Azcon & Taloén 2003).

Estos polisacaridos estdn constituidos principalmente por celulosa,
hemicelulosa, lignina y pectina; y el porcentaje de éstos depende de las diferentes
funciones que realice la célula asi como el residuo (Cowling & Kirt, 1976), pero por lo
general, la celulosa que es un polisacérido insoluble representa el componente
mayoritario, seguido de la hemicelulosa que esta compuesta por distintos azlUcares
gue forman cadenas cortas, con ramificaciones y poros en toda la pared celular, la
lignina que es el tercer componente en orden de importancia de la pared celular
encargada de dar dureza y resistencia a la célula, la pectina es la encargada de unir a
las células vegetales ya que sirve como pegamento entre ellas. (Sjostrom, 1981). En
la Figura 1.1 se pueden observar los componentes de la pared celular (Robledo et al.,
2012).

| Pectina |

V4

Lignina
Hemicelulosa

Celulosa

Figura 1. 1 Estructura de la pared celular

1.2.1 Celulosa

La celulosa (CeH100s)n es un biopolimero de la D-glucosa, es el material
organico mas abundante sobre la corteza terrestre (Gutiérrez-Rojas et al., 2014) y la
forma mas comun en la biomasa es el carbono (Romero et al., 2009). Las plantas
sintetizan la celulosa como material estructural para soportar su peso y ésta se

encuentra como unidades submicroscépicas de forma alargada llamadas micelas que
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estan constituidas por unidades de B-glucosa, unidas entre si por enlaces 1-4 (Figura
1.2.), donde la glucosa es un monosacéarido de gran importancia durante la
fermentacion. Estas micelas se organizan en estructuras mas grandes unidas por
puentes de hidrogeno intermoleculares formando agregados llamados microfibrillas en
Su mayor parte cristalinos y otra amorfaos (Sanchez-Riafio et al., 2010; Gutiérrez-
Rojas et al., 2014; Azcén, & Talén, 2003).

CHz20H CHz20H

Figura 1. 2 Estructura de la celulosa con puentes de hidrogeno.

Entre las principales propiedades fisicoquimicas de la celulosa se encuentra el
namero de monoémeros de azucares del polimero, la cristalinidad y la porosidad
(Sjostrom, 1981; Fan et al., 1982).

1.2.2 Hemicelulosa

Las hemicelulosas son estructuras aleatorias, amorfas de poca solidez,
facilmente hidrolizables en acidos o bases diluidos. Son polisacaridos no celulésicos
flexibles (xilanos, glucanos, galactanos, mananos, fructanos, xiloglucanos,
glucomananos, arabinoxilanos, calosaglucanos), producidos por los dictiosomas que
aparecen en las paredes celulares en forma amorfa. Las moléculas de hemicelulosa
se unen a las superficies de las microfibrillas de celulosa, se entrelazan uniéndose y
cristalizando para formar una compleja red estructural. Esta constituido por un eje
central de B (1—4) glucano idéntico al de la celulosa, pero bastante mas corto (Figura
1.3). A diferencia de ésta, gran parte de los restos de glucosa estan unidos a restos de
xilosa mediante un enlace glucosidico a (1—+6) (isomaltosa) (Sanchez-Riafio et al.,
2014; Azcbn & Talon, 2003; Karp, 2009).
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Debido a su complejidad estructural, se requiere de varias hidrolasas para
degradar al xilano completamente. La enzima clave para este proceso, es la endo-f3-
(1,4)-xilanasa [EC 3.2.1.8], la cual fracciona los enlaces internos p-(1,4) en la cadena
principal a residuos no modificados, generando diferentes xiloligosacaridos que se

sustituyen en la longitud de cadena (Assamoi et al., 2008; Gupta & Kar, 2008)

Ademas, se sabe que las xilanasas son las enzimas implicadas en la
degradacion de hemicelulosa, al igual que las celulasas, las xilanasas pueden actuar
sinérgicamente logrando la hidrdlisis, las enzimas predominantes dentro de este
sistema son endo-B-(1,4)-xilanasas que atacan al polisacarido (columna vertebral) y
-xilosidasas, que hidrolizan xiloligosacaridos cortos a xilosa (Papinutti & Forchiassin,
2007).

H H OH H H OH
H 0 4}\ H H o0 H
O—/0OH H H 0=,/ \on H
_ | H o —
OH H O\ gy H H H H O
H H
L 0 0o
H H H H OH H

Figura 1. 3 Estructura de hemicelulosa

1.2.3 Lignina

La lignina, después de la celulosa, es el mayor componente de la biomasa
lignocelulésica y la forma mas abundante de material aromatico en la biésfera. Es un
compuesto insoluble en agua y amorfo, de alto peso molecular y tridimensional.
Formada por unidades fenilpropano ligadas por diferentes tipos de enlaces alquil-aril-
eter o carbono-carbono (Kellock, M et al., 2017; Herruzo et al., 1998). La estructura
polimérica de la lignina no solo se entrelaza con las microfibrillas de celulosa, sino que
también se une a las hemicelulosas y forma una red hidréfoba que rodea a los demas
componentes de la pared, que le confiere mayor resistencia tanto fisica como quimica,

ademas de una gran rigidez. Asimismo, protege a los carbohidratos facilmente
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degradables (celulosa y hemicelulosa) (Xu, et al.,2014; Azcon, & Talon, 2003). En la
Figura 1.4 se puede observar la estructura parcial de la lignina (Flores-Herrera et al.,
2006).

HE=0 [CH;0H
CH
I
CH
,© -
HaCO |
o—an
(o]
HOH,C Iy
e
HC—O
H,CO

Figura 1. 4 Estructura parcial de la lignina.

De los tres componentes principales de la pared vegetal, la lignina es la mas
recalcitrante a la degradacion y hasta el momento los Gnicos organismos capaces de
mineralizarla eficientemente llevandola a CO2 y H20 como productos finales son los
hongos de pudricién blanca, los cuales poseen un complejos enzimaticos que catalizan
durante las primeras reacciones, rompiendo uniones dentro de la molécula de lignina,
generando moléculas mas pequeiias, estos productos de degradacion se incorporan
a los ciclos metabolicos del organismo, originando como producto final CO2 (Leonowicz
et al., 1999).
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1.2.4 Pectina

La pectina es estructural y funcionalmente el polisacarido mas complejo en las
paredes celulares primarias de todas las plantas terrestres y abarca una gama de
polisacaridos ricos en acido galacturénico. Se cree que tres de los principales
polisacaridos pécticos (homogalacturonano, ramnogalacturonano-I y

ramnogalacturonano-Il) (Willats, W. G et al., 2001).

La pectina interviene en las funciones de crecimiento, morfologia, desarrollo y
defensa de plantas; a su vez también sirve como un polimero gelificante y estabilizador
en diversos alimentos y productos, tiene efectos positivos en la salud humana y
multiples usos biomédicos (Mohnen, 2008; Willats, et al.,, 2001). Las enzimas
denominadas pectinasas, son las encargadas de degradar este polisacéarido (Biz, A,
2016). La pectina esta compuesta por una cadena lineal de restos de acido a-(1,4)-D-
galacturénico cuyos grupos carboxilicos se encuentran parcialmente metoxilados
(Figura 1.5) (Bourgeois, S et al., 2006)

COCH COQCH;, OH

\ QK AN

OH COOCH, CooH

Figura 1. 5 Estructura quimica de la pectina

1.3 Hongos de pudricion blanca

Hongos de podredumbre blanca, denominados también hongos ligninoliticos,
usan como sustrato a la lignina y lo transforma con un tono blanquecino; es decir, del
color de la celulosa. Estos hongos incluyen varios cientos de especies de

basidiomicetos (aproximadamente un 30% de este grupo) y unos pocos ascomicetos.
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Este grupo de organismos ha sido muy estudiado debido a sus aplicaciones
biotecnolégicas (Kirk, 1987; Hatakka, 1994).

Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, pueden vivir tanto en
ambientes humedos como secos, su temperatura éptima de crecimiento oscila entre
20 y 30°C. Tienen una funcién importante en la naturaleza ya que ayudan a la
descomposicion de la materia organica mediante la hidrolisis de sustratos por medio
de su sistema enzimético, para posteriormente absorberlos a través de su fina pared
celular (Archibald et al., 1997). A diferencia de las levaduras y bacterias que requieren
de una alta actividad de agua, los hongos no, ya que a bajos niveles pueden llevar
acabo su germinacion; esta forma de crecimiento y su tolerancia a bajas actividades
de agua hace que estos hongos sean el microbiota natural mas adecuada para la

fermentacion en estado soélido.

Los hongos de la pudricidon blanca se caracterizan por producir esporas de
origen sexual sobre estructuras, llamadas basidios (Wilson et al., 2004). El crecimiento
de estos hongos es apical y la generacion de nuevas hifas de ramificacion se lleva a
cabo de manera exponencial y como resultado se logra una alta velocidad de
crecimiento, una gran capacidad de cubrir la superficie de cultivo y penetrar en el
interior de la matriz sélida. A través de las puntas de las hifas las enzimas hidroliticas
son excretadas sin que se diluyan, como en el caso de la fermentacion liquida, esto
hace que la accion de estas enzimas sea mas eficiente y permita entrar en los sustratos
sélidos, esto a su vez aumenta la disponibilidad de nutrientes en su interior (Raimbault,
1998).

Dentro de los hongos de podredumbre blanca existen dos grupos, los que
degradan simultdneamente la lignina y la celulosa, encontrando al Phanerochaete
chrysosporium y los que preferentemente degradan la lignina (Kirk, 1971) donde
podemos encontrar a los hongos de los géneros Ganoderma y Pleurotus. Este ultimo
presenta unas caracteristicas mas interesantes respecto a sus posibles aplicaciones
biotecnoldgicas, ya que algunas de éstas requieren una deslignificacion que no afecte
de modo significativo a la celulosa, como por ejemplo en la obtencién de fibras para la

fabricacion de papel y tejidos y la mejora de forraje para animales (Zadrazil, 1987; Rios
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& Eyzaguirre, 1992). Ademas, los hongos del género Pleurotus se pueden cultivar
artificialmente y ocupan la tercera posicion en la produccion de Hongos comestibles
(Bonatti, 2004).

1.3.1 Pleurotus ostreatus

Los hongos del género Pleurotus son basidiomicetos de pudricion blanca que
pertenece a la subclase de microorganismos ligninoliticos (Darwish, et al.,2012).
Dentro del género Pleurotus existen varias especies que frecuentemente son
cultivadas en laboratorio, comercialmente y utilizadas en la investigacion cientifica
como son P. ostreatus, P. djamor, P. abalonus, P. levis, P. citrinopileatus, P.

cystidiosus, P. cornucopiaje, P. sacorcaju. entre otras (Gaitan-Hernandez et al., 2009).

Se ha reportado que el hongo Pleurotus ostreatus degrada lignina junto con
la celulosa, permitiendo su cultivo sobre residuos agroindustriales con fines
alimenticios, convirtiéndose en el tercer hongo cultivado mas importante para
propdsitos alimentarios, ya que también es rico en proteinas, fibra, hidratos de
carbono, vitaminas y minerales (Cohen & Hadar, 2002; Gaitdn-Hernandez et al., 2009).
Se ha observado que el crecimiento de estos organismos es mas facil en los materiales
solubles que en los intra e intercelulares de los tejidos vegetales, por lo que, la biomasa

fungica degrada primero a la celulosa y polimeros de lignina.

Estas especies tienen un rapido crecimiento de micelio, fructificacion y un bajo
costo de cultivo, que requieren una supervision minima del medio de cultivo debido a
una facil adaptacién y mantenimiento (Bonatti, 2004; Ramos et al., 2011; Pokhrel et
al., 2013), siendo posible su crecimiento en sustratos, tales como: avena, salvado,

arroz, peras, pulpas de manzana y remolachas, etc.

El ciclo de vida de Pleurotus ostreatus inicia cuando las basidiosporas son
liberadas, éstas germinan y dan origen a un micelio haploide, que al encontrarse con

otro micelio compatible ocurre la plasmogamia o fusion de dos micelios monocariones
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compatibles, para dar origen a un micelio dicarion o secundario, con dos nucleos
haploides sexualmente compatibles. Bajo condiciones ambientales 6ptimas, el dicarién
produce el primordio; posteriormente, se desarrolla el cuerpo fructifero para formar el
pileo, el estipite y el himenio el cual esta formado por multiples laminas. En el himenio
se lleva a cabo la cariogamia y la meiosis para la formacién de los basidios y las
basidiosporas y cuando las basidiosporas son liberadas y encuentran las condiciones
adecuadas para su germinacion, el ciclo de vida se reinicia (Raper, 1978), en la Figura

1.6 se puede observar el ciclo de vida de Pleurotus ostreatus.

Figura 1. 6 Ciclo de vida de Pleurotus ostreatus.

1. Basidiosporas, 2. Germinacion de basiodosporas, 3. Micelio monocarion, 4.
Plasmogamia, 5. Dicarion, 6-7. Cuerpo fructifero. 8. Cariogamia y meiosis y 9.

Liberacion de basidiosporas.
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Existen diversos factores que afectan el crecimiento del hongo y para cada uno
de éstos existe un intervalo que delimita el punto maximo y minimo bajo los cuales no
habr& crecimiento. Los principales son: temperatura (25 y 33°C) para tener un optimo
crecimiento miceliar y su fructificacion a 28°C. Humedad, este factor especificamente
para Pleurotus ostreatus se ha observado que es mejor entre el 80-85% de humedad
relativa para un crecimiento maximo del micelio. El pH adecuado para el crecimiento

miceliar de Pleurotus oscila entre 6.0-7.0 y fructifica entre 6.5y 7.0 (Pérez, B., 2006).

Como se mencioné anteriormente este hongo es un buen degradador de la
materia de la pared vegetal, gracias a su capacidad de producir enzimas
lignoceluloliticas extracelulares, oxidativas e hidroliticas como son las lacasas,
celulasas, xilanasas y pectinasas (Stajic et al., 2006). El sistema de secrecion de
enzimas en los hongos filamentosos se encuentra principalmente en el apice de las
hifas (Banfi et al., 2015).

1.4 Enzimas extracelulares.

Las enzimas son proteinas cuya accion consiste en la catalisis de las reacciones
quimicas que tienen lugar en la célula. Son muy eficaces como catalizadores ya que
son capaces de aumentar la velocidad de las reacciones quimicas mucho mas que
cualquier catalizador artificial conocido, y ademas son altamente especificos ya que
cada uno de ellos induce la transformacion de un sélo tipo de sustancia (Wiseman &
Sevillano, 1991; Krap, 1991).

La funcion principal de una enzima es rebajar el nivel de energia de activacion
para que tenga lugar una reaccién quimica. La energia de activacion es la cantidad de
energia necesaria para inducir en una sustancia un estado de actividad. La enzima se
combina con la sustancia llamada sustrato, induciéndole una situacion transitoria que
requiere una menor energia de activacion, para que tenga lugar la reaccién (Pelczar,
1984).

Las enzimas pueden ser: Enzimas extracelulares o exoenzimas (funcionan

fuera de la célula) o enzimas intracelulares o endoenzimas (funcionan dentro de la
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célula). Una ventaja de las enzimas extracelularese es que su recuperacion es sencilla.
Sin embargo, cuando las enzimas son producidas intracelularmente y es preciso

romper las células para su extraccion

Los residuos agroindustriales como el bagazo de manzana proveniente de la
industria sidrera son excelentes sustratos para la produccion de enzimas lignoliticas
extracelulares tales como lacasa, manganeso peroxidasas, celulasas, xilanasas,
pectinasas, lignina peroxidasa entre otras (Pandey et al., 1999). Estas enzimas son
generadas a partir del metabolismo de hongos filamentosos, los cuales tienen la
capacidad de producirlas: por ejemplo, los hongos como Pleurotus ostreatus realiza
una degradacion externa de los nutrientes, ya que posee varios sistemas de enzimas
lignoceluldsicas las cuales secreta al medio extracelular a través de sus hifas
transformando el sustrato en moléculas facilmente degradables (Tien et al., 1984;
Moore-Landecker, 1996).

1.5.1 Enzimas hidrolasas
La degradacion de los residuos lignoceluldsicos se lleva a cabo en dos partes,
la degradacién de los polisacéaridos y la de la lignina (aunque estan relacionadas y la
presencia de uno de los polimeros interfiere en la degradacion del otro). Las vias de
degradacion de los polisacaridos son bastante bien conocidas desde hace tiempo y se
llevan a cabo por enzimas hidrolasas (Leonowicz et al., 1999).

Las enzimas hidrolasas son llamadas asi porque catalizan la hidrélisis del
enlace glucosidico entre 2 o mas hidratos de carbono o entre éstos y una fraccién que
no sea un hidrato de carbono, es decir, estas enzimas catalizan la escision de enlaces

mediante la adicion de agua, como: A-B + H.O — A-OH + B—-H

Generalmente son producidas por hongos, bacterias, protozoos, plantas y
animales (Gutiérrez-rojas et al., 2014), asi tambien la demanda creciente de estas
enzimas ha impulsado la investigacion de diferentes microorganismos
lignoceluloliticos entre los cuales se encuentran los hongos del genero Pleurotus que

son una fuente principal de hidrolasas e incluyen a las celulasas, xilanasas y
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pectinasas, estas enzimas degradan polisacéridos de la pared celular vegetal, como
celulosas, hemicelulosas y pectinas. Las hidrolasas tienen una gran aplicacion en la
industria textil, en la de produccién de zumos y extractos de frutas, de la pulpa vy el

papel y en la alimentaria (Alvarez-Cervantes et al., 2016)

1.5.1.1 Xilanasas

La xilanasa (endo-1, 4-B-xilanasa) es una enzima importante a nivel industrial,
ya que hidroliza xilano principal tipo de hemicelulosa, un polimero lineal de unidades
B-D-xilopiranosilo unido por (1-4) enlaces glicosidicos, asi las xilanasas son usadas
para la bioconversion de sustratos lignocelulésicos que contienen xilano en azlcares
mono Y Xiloligosacaridos (Anthony et al., 2016). Estas enzimas son preferidas para la
hidrolisis de xilano ya que presenta ciertas ventajas como ser altamente especificas,
requieren una reaccion leve y baja pérdida de sustrato (Tesfaw & Assefa, 2014). Se
ha encontrado que muchas bacterias, actinomicetos, hongos filamentosos y levaduras
producen xilanasas (Bajaj et al., 2012). Las xilanasas fungicas son las mas importantes
desde el punto de vista industrial debido a que sus actividades extracelulares son
mucho mayores que las provenientes de levaduras y bacterias. Algunos de los
productores de xilanasa mas importantes incluyen Aspergillus, Trichoderma,
Streptomyces, Phanerochaetes, Chytridiomycetes, Ruminococcus, Clostridia, Bacillus
y Pleurotus Pleurotus ostreatus el cual produce enzimas extracelulares, como
xilanasas, celulasas y lacasas (Stajic et al., 2006; Ahamed & Vermette, 2008; Anthony
et al., 2016).

El interés en las enzimas ha aumentado en los ultimos afios debido a su
potencial aplicacion en biotecnologia, se han estudiado por su importancia en varios
procesos industriales, como la bioconversion de materiales lignoceluldsicos en
productos de fermentacion, mejora de la digestibilidad de la materia prima animal,
clarificacion de los jugos, la extraccion de café, aceites vegetales y almidon. La
aplicacion mas efectiva de xilanasas es en la preblanqueo de la pulpa kraft para
minimizar uso de productos quimicos agresivos en el tratamiento de papel (Polizeli et
al., 2005; Beg et al., 2001)

19



1.5.1.2 Celulasas
Las celulasas son enzimas que hidrolizan enlaces B-1,4 en las cadenas de
celulosa y producen como producto primario glucosa. Los modulos de celulasas se
han clasificado segun sus secuencias de aminoacidos y cristales, Estos médulos que
contienen las celulasas tienen enlace de carbohidratos no cataliticos y/u otros médulos
funcionalmente conocidos o desconocidos, que se pueden situar en el extremo N o C
del modulo catalizado. La hidrélisis de la celulosa es compleja, es medida por una
combinacion de los tres tipos principales de celulasas: endoglucanasas (EC 3.2.1.4),
exoglucanasas, Incluyendo celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91), y B-glucosidasa (EC

3.2.1.21) (Zhang & Zhang., 2013).

Los hongos son los principales productores de enzimas celuloliticas, por
ejemplo, el Aspergillus Nigerha sido explotado en la industria para producir celulasas;
sin embargo, para un alto rendimiento, la produccion de celulasa requiere una
sustancia inductora, que en la actualidad depende principalmente de sustratos
insolubles resultado de la degradacion de la lignocelulosa (Zhang et al., 2017). En este
concepto los hongos de pudriciéon blanca como se mencioné anteriormente tienen la
capacidad de producir enzimas celulasas lignoliticas, mayormente producidas en
fermentacién solida, utilizando como sustratos materiales lignocelulésicos, es muy
interesante ya que su obtencién a partir de celulosa pura es muy costosa, ademas se
sabe que la actividad de las enzimas puede variar dependiendo el microorganismo y
de la cepa utilizada, asi como del sustrato, las condiciones de cultivo y el tiempo

empleado para su produccion (Nsereko et al., 2000; Park et al., 2002)

Las celulasas son enzimas importantes ya que se pueden aplicar durante el
procesamiento de alimentos (Ma & Mu, 2016). Ademas, su uso ha incrementado para
una gran variedad de industrias, como la industria textil para obtener superficies
modificadas y mejorar el aspecto de tejidos, también como aditivo en detergentes, en
la industria del papel para el tratamiento de los desechos, mejorar la extraccion y
clarificacion de jugos de frutas y vegetales, y mejorar la digestibilidad de los alimentos,

ademas las celulasas al ser utilizadas con las xilanasas, son muy efectivas para las
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xilanasas puede ser usadas para hidrolizar la biomasa lignocelulésica en la produccién
de bioetanol (Zhang & Zhang, 2013; Gutiérrez-rojas et al., 2014; Beg et al., 2001)

1.5.1.3 Pectinasas
Las pectinasas son un complejo enzimatico cuyo sustrato son las sustancias
pépticas, y son las encargadas de degradar a la pectina hasta sus compuestos
monomeéricos elementales. Las actividades enzimaticas que actian sobre la cadena
principal de la pectina comprenden a las hidrolasas, que actuan sobre los enlaces a-
1,4-glicosidicos. Dado su modo de accion estas pueden ser del tipo endo, si actian de
manera aleatoria a lo largo de la cadena principal, o exo, si actian sobre los finales no

reductores de los poligalacturénidos. (Biz et al., 2016).

Las pectinasas pueden tener distintas funciones, dependiendo del organismo
que las produzca, estas enzimas son importantes para proveer al microorganismo los
nutrientes a partir de los materiales de su medio ambiente (Martinez-Truijillo et al.,
2012).

Las enzimas pépticas se utilizan en la industria de alimentos, ya que la
degradacion de la pectina disminuye la viscosidad de los jugos, facilitando asi
procesos como clarificacion, filtracion y concentracion de los extractos de frutas y
vegetales. Asi como en el tratamiento enzimatico sobre la filtracion del vino, la hidrélisis
de pectina generalmente da como resultado de 2 a 5 veces mayor cantidad de vino
filtrado durante un ciclo de filtracion. Estas enzimas generalmente son producidas por
plantas y microorganismos como los hongos, levaduras y bacteria, numerosas
compafias producen comercialmente enzimas pépticas mediante fermentacién en
medio liquido (FML) o fermentacion en estado solido (FES), se sabe que la
fermentacion en estado sélido tiene el potencial de producir Pectinasas de bajo costo
para biorrefinerias, pero es dificil controlar el proceso a grandes escalas (Lozano &
Lépez, 1975; Rodriguez-Fernandez et al., 2011).
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1.6 Fermentaciéon sélida

La fermentacidon en estado solido (FES) se define como un proceso de
fermentacion en el que los microorganismos crecen en materiales sélidos sin la
presencia de liquido, es decir, el sustrato debe tener ausencia o una presencia muy
baja de ésta (Krishna, 2005). La FES, al ser una tecnologia de bajo costo es
ampliamente utilizada, su uso se ha extendido actualmente a la produccion de
compuestos de alto valor afiadido como enzimas, acidos organicos, biopesticidas,
biocombustibles y saborizantes. Ademas, en los Ultimos afios también se han
desarrollado nuevas aplicaciones en el control medioambiental como la
biorremediacion y la biodegradacion de compuestos peligrosos, en la detoxificacion de

residuos agroindustriales, entre otros (Pérez-Guerra et al., 2003).

Las enzimas han generado gran demanda ya que tienen uso potencial en
diferentes industrias, la mayoria de estas enzimas son mayormente producidas por
medio liquido (FML) que presenta el beneficio de homogeneidad de los medios de
cultivo utilizados y posibilidad de controlar los parametros como temperatura y pH; Sin
embargo, la FES presenta ciertas ventajas sobre la FML ya que permite la produccion
de enzimas con mayor actividad y estabilidad con menores demandas de agua y
energia (Subramaniyam & Vimala, 2012; El-Bakri et al., 2015). En la Tabla 1.1 se
puede observar una comparacion entre la FML y FES por factores que le afectan (El-
Bakri, et al., 2015).
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Tabla 1. 1 Comparacion entre FES y FML para la produccion de enzimas

FACTOR FES FML
SUSTRATO material sin Medios muy costosos
costo(residuos)
INOCULO no es necesario Esencial
CONDICIONES innecesario Esencial
ASEPTICAS
HUMEDAD Ausencia de agua se requieren medios
liquidos
AGITACION muy dificil Facil
CONTROL DEL Dificil Facil
PROCESO(T,PH)
CONTAMINACION Poco riesgo Alto riesgo
RENDIMIENTO Muy alto Bajo
ENZIMATICO
RESIDUOS No producido Cantidades elevadas
LIQUIDOS
VOLUMEN Y Pequefios reactores, Reactores a gran escala,
COSTOS DE bajo costo costos muy altos
EQUIPOS

A diferencia de otros microorganismos, los hongos normalmente crecen en la
naturaleza sobre sustratos soélidos tales como trozos de madera, semillas, tallos, raices
y partes secas de animales, como piel, huesos y materia fecal (Bhargav et al., 2008).
Los residuos agroindustriales se pueden utilizar como sustratos ideales para la
fermentacion, debido a su rico contenido de componentes organicos, se consideran
fuentes esenciales de carbono, nitrogeno y muchos micronutrientes que son

importantes para la produccion de metabolitos (El-Bakry et al.,2015).

Por estas razones, para la obtencion de enzimas por hongos es mas
conveniente utilizar la FES ya que el bajo nivel de actividad de agua favorece la
germinacion y el crecimiento micelar de los hongos; ademas, esta forma de

crecimiento, su tolerancia a bajas actividades de agua y condiciones de baja
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osmolaridad hacen que estos microorganismos sean los mas adecuados para este tipo

de fermentacion (Vazquez-Venegas., 2013).

1.7 Pretratamiento

El objetivo del tratamiento previo a los residuos agroindustriales es
descomponer la estructura de la lignina, mejorando la digestibilidad de la celulosa
durante la etapa de hidrélisis, paso esencial para obtener azlcares fermentables
(Mosier et al., 2005; Alvira et al., 2010). En la Figura 1.7 se puede observar el efecto
del pretratamiento en el material lignocelulésico (Mosier et al., 2005).

Efecto del pretratamiento

pretratamiento

Lignina Celulosa

Region
amorfa {

Region
cristalina

L]

v

<A -

Figura 1. 7 Efecto del pretratamiento

Hemicelulosa

Existen tres tipos de pretratamientos: fisicos, quimicos y biolégicos, donde
cada pretratamiento tiene un efecto especifico sobre la celulosa, la hemicelulosa y la
fraccion de lignina; por lo tanto, se deben elegir diferentes métodos y condiciones de

pretratamiento de acuerdo a lo que se requiera (Alvira et al., 2010; Shaoni et al., 2016)

e Pretratamiento Fisico: pretende disminuir el tamafo de particula y

cristalinidad del residuo lignocelulosico con el fin de aumentar el area
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especifica y reduce el grado de polimerizaciébn con métodos como la
trituracion, procesos hidrotérmicos, exposicién de vapor, etc.

Este tipo de pretratamiento incrementa el area especifica y disminuye el
tiempo de digestion, sin embargo, este proceso no es econdmicamente
factible ya que requiere grandes cantidades de energia, lo que aumenta
el costo, y no disipa completamente la energia (Kumar et al., 2009;
Shaoni et al., 2016).

e Pretratamiento quimico: se utilizan para eliminar el contenido de lignina
de los residuos agroindustriales mediante la hidrolisis alcalina, acida o
mediante solventes organicos, este pretratamiento presenta una gran
eliminacion de lignina y altos rendimientos de hidrolisis; sin embargo,
presenta altos costos para maquinaria resistente a la corrosion, asi como
los lavados requeridos para eliminar las sustancias quimicas, la
recuperacion y manejo de las mismas (Kumar et al., 2009; nee’Nigam et
al., 2009).

e Pretratamiento biol6gico: se emplean microorganismos o0 enzimas para
pretratar residuos agroindustriales, capaces de degradar lignina, celulosa
y hemicelulosa. Los microorganismos como el moho marrén, blanco y de
pudricion blanda tienen a ser utilizados para esta degradacion selectiva
de lignina y hemicelulosa. El pretratamiento biolégico tiene muchas
ventajas, tales como menos consumo de energia, no hay manejo de
guimicos y condiciones templadas del mismo, no obstante, para llevarse
a cabo se requiere de un tiempo mayor al de los pretramientos fisicos y

guimicos (nee’Nigam et al., 2009; Shaoni et al., 2016)

Dentro de los microorganismos ampliamente utilizados se encuentran los
hongos de pudredumbre blanca como Phanerochaete crysosporium, Ceriporia
lacerata, Cyathus stercoletus, Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus cinnabarinus

y Pleurotus ostreatus se han utilizado para pretratar diferentes materiales
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lignocelulésicos que a través de sus enzimas modifican tanto la celulosa como la
lignina por lo que son mas eficientes para la degradacion. Hatakka et al., (1983),
realizaron un pretratamiento biolégico en la paja de arroz utilizando 19 especies de
hongos de pudricién blanca y encontraron que en la paja de arroz pretratada con
Pleurotus ostreatus presentd una degradacion de 41% de la lignina, el 17% de la
celulosa y 48% de hemicelulosas encontrando que el 35% de la paja se convirtié en

azucares reductores en 5 semanas (Kumar et al., 2009; nee’Nigam et al., 2009).
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Capitulo 2:
Metodologia



Las siguientes secciones estan divididas en tres partes; acondicionamiento y
caracterizacion del bagazo de manzana, fermentacion en estado solido del bagazo e
inoculacién de Pleurotusos ostreatus y obtencion de extracto enzimatico evaluando la

actividad enzimatica y el pretratamiento biolégico del bagazo de manzana.

2.1 Acondicionamiento y caracterizacion del bagazo de manzana.
En la Figura 2.1 se muestra el diagrama empleado para la etapa 1, que

conlleva acondicionamiento y caracterizacion del bagazo de manzana.

ETAPA1
'

Bagaro de manzana proveniente de la industria sidrera

¥
Acondicionamiento del bagazo de manzana

(210-177u)
o ! ¥
Andlisis fisicoquimico Andlisis composicional Analisis estructural
¥ ! !
pH Humedad Microstopia
(ADAC 981.12) (AOAC 950 27) l
acidez titul
1940 281
(A0AC 939.05
| Carbohidratos
“Bri tofales (Fehling)
(AOAC 93112
Proteina (Kjeldahl)
Fitra creda (FC)
. | (ADAC 952.09)
Extracto etereo
(scochlet) [ Lignina residual
| " {Klason)
Compuestos fiorosos | Calulosa
— {FDA-lignina)
Hemicelulosa
—+ (FDM - FDA&)

Figura 2. 1 Metodologia para la caracterizacion del residuo agroindustrial del bagazo
de manzana.
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2.1.1 Acondicionamiento del bagazo de manzana

. Se recolectd 15 kg de bagazo de manzana de la de la industria sidrera Soamy
ubicada en Calle Carlos B. Zetina Num. 410 en la region de Huejotzingo del Estado de
Puebla el 1 de septiembre del 2017 en condiciones inocuas. La muestra fue
almacenada 5°C en condiciones de inocuidad, para ser lavados mediante una
inmersion en agua potable y después fueron desinfectados a una concentracion de 1

ppm de cloro; para un posterior escaldado a 60 °C durante 5 minutos.

A continuacién, se sometié un proceso de secado 70°C, durante 18 horas hasta
obtener la humedad del 22% en un horno digital marca BINDER, seguido de un
proceso de molienda en un molino marca KRUPS GX4100 para reducir el tamafio del

residuo y facilitar el tamizado.

Posteriormente, el bagazo de manzana seco y molido se paso6 por una serie de
tamices Tyler hasta llegar a la malla 80, para obtener el tamafio de particula de entre
210-177u como lo indica la Norma del Codex 152-1985.

2.1.2 Andlisis fisicoquimico

2.1.2.1 pH

Para esta medicion se empleé el procedimiento propuesto por AOAC 981.12
(2005), mediante el uso de un potenciémetro digital marca DENVER modelo 710,
previamente calibrado con buffers de pH 4 y 7, preparando una solucién 1:4 con

respecto al peso de la muestra, usando agua destilada como diluyente.

2.1.2.2 Acidez titulable

Se determind la acidez titulable mediante la técnica AOAC (2000) 939.05.
Pesando 1.0 g al cual se adicionaron 40 mL de agua destilada, se realizé una filtracion
y el filtrado se colocdé en un matraz Erlenmeyer y se le adicionaron dos gotas de
fenolftaleina. La muestra se titul6 con NaOH al 0.01 N hasta lograr un vire ligeramente
rosado por 30 segundos, el resultado se expreso en concentracion de acido malico.
En la ecuacion 1 muestra como se calculo la acidez de la muestra.

Vb x N X Milieq x 100
Va

% acidez = EC.1
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Donde:

Vb: volumen en ml, gastado por la base.

N: normalidad de la base.

Milieq: miliequivalentes del &cido predominante en la muestra acida (acido malico
0.067)

Va: volumen del acido

2.1.2.3 Brix

Se utilizé el método refractométrico segun AOAC 931.12 (2005). Pesando 1.0 g
de muestra con 10 mL de agua destilada. Se emple6 un refractometro marca ATAGO
modelo PAL1 (Rango 0-75° Brix).

2.1.3Andlisis composicional.
2.1.3.1 Humedad

Se determind el contenido de humedad como lo indica la AOAC 950.27 (2005);
se peso6 1.5 g de muestra y se colocé durante 3 horas en una estufa marca RIOSSA
modelo E51 a una temperatura de 130 °C; posteriormente, se sac6 de la estufa, se
dej6 enfriar en un desecador y se pes6 en una balanza analitica. La ecuacion 2 fue

empleada para determinacién de humedad.

g de muestra — g de muestra seca

% Humedad= x100 Ec.2

g de muestra

2.1.3.2 Cenizas

Se empled la técnica de la AOAC 940.26 (2005). Para ello se pesaron 3.0g de
muestra y se calcinaron a una temperatura de 550 °C durante 2 horas en una mufla
marca TERLAB modelo F48055 Posteriormente se registré el peso remanente. La

ecuacién 3 se utilizé para la determinacion de cenizas.

g de crisol con cenizas—g de crisol

x100 Ec. 3

% Cenizas=
g de muestra
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2.1.3.3 Carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos totales fue determinado con el método de Fehling
(Jones & Stoodley, 1965) Pesando la muestra 1.5g con 100mL de agua, realizando
una hidrélisis acida con 5mL de HCI concentrado por 30 min; posteriormente, se
afaden 5 mL de NaOH 1 N durante 30 min mas. La disolucién obtenida se aforo hasta
100 mL con agua destilada y se filtr6. Tomando 20mL del filtrado y se coloca en una

bureta.

La titulacion se realizé colocando en un matraz de 200 mL de agua destilada, 5
ml de solucién de Fehling Ay 5 mL de solucién de Fehling B, afiadiendo 2 o 3 gotas
de solucion de azul de metileno. Llevar a ebullicion la solucién con perlas de ebullicién
y lentamente agregar la solucion hidrolizada sin dejar de calentar, hasta que
desaparezca la coloracion azul (oxidacién del azul de metileno). Mantener la ebullicion
durante la titulacién. En la ecuaciéon 4 se muestra el calculo para obtener carbohidratos

totales.

cT = =¥ % 100 Ec. 4
G*xM

CT=Carbohidratos totales
F= 0.05

M= Masa muestra

V= Volumen de aforo

G= Volumen de filtrado empleado en la titulacion

2.1.3.4 Proteinas

Para la determinacién de proteina bruta se siguio el procedimiento de micro
Kjeldahl descrito por la AOAC 984.13 (1980). Donde a 30 mg de muestra se le midio
el contenido de nitrégeno total, después de ser digerido con acido sulflrico en
presencia de un catalizador. Empleando el sistema de micro Kjeldahl (marca
LABCONCO mod 2308000), utilizando una unidad de digestion y una de destilacion

Kjeldahl. Se utilizo la ecuacion 5 para la determinacion de nitrégeno y el factor de
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conversion de miliequivalente de nitrogeno 0.014. El por ciento de proteinas se obtiene
multiplicando el porcentaje de nitrégeno obtenido por el factor correspondiente.

% de Nitrogeno= (V x Nx 0.014 x100)/m Ec.5
Donde:

V= volumen de aforo.

N= Normalidad de HCL.

m= masa de la muestra.

2.1.3.5 Extracto etéreo

Se siguid la metodologia propuesta por la AOAC 920.39 (2000), se tomaron 3g
de muestra y se colocaron en el Soxhlet por 4 horas a 50°C el cual trabaja con un
sistema de extraccion ciclica de los componentes solubles en éter que se encuentran
en el alimento, la grasa extraida es evaluada como porcentaje del peso después de la
evaporacion del éter en el alimento. En la ecuacion 6 muestra la férmula utilizada para

la determinacién de grasa

%EE = % X100 Ec.6

Donde:

%EE = Porcentaje de extractoetéreo
A = Matraz a peso constante (g)

B = Matraz con extracto etéreo (Q).

M = Peso de la muestra (g)

2.1.3.6 Fibra cruda (FC)

Se empled el método propuesto por la AOAC, 962.09 (1985). Donde se pesaron
en un vaso de precipitado 3.0g de muestra con 100 mL de H2SO4 al 1.25% vy se le
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adicionaron perlas de ebullicion, se adapté como cubierta otro vaso de precipitado con
hielo, y se acomodaron en una parrilla Thermo modelo SP131325 hasta lograr la
ebullicibn manteniendo durante 30 minutos. Al retirar del calor se filtré y enjuago con
150 mL de agua caliente. Se coloco la muestra en un vaso de precipitado con 100 mL
de NAOH al 1.25% y se adapté la cubierta, posteriormente se llevé a ebullicion por 30
minutos m4&s, de igual manera se realizé un filtrado y enjuague con 150 mL de agua
caliente. Enseguida se realiz6 un lavado con 50 mL de etanol. A continuacion, se llevé
la muestra a una estufa marca RIOSSA modelo E51 a una temperatura de 80 °C
durante un dia. A la muestra final obtenida se realiz6 una determinacion de cenizas. El

calculo se realiz6 como lo indica la ecuacioén 7.

peso de residuo seco—cenizas

% FC = * 100 Ec. 7

peso muestra

2.1.3.7 Fibra detergente neutra (FDN)

Se empled el método propuesto por la AOAC, 920.04 (2002). Pesando 0.5 g de
muestra por triplicado y se depositaron dentro de bolsas filtro ANKOM (a peso
constante) y después se sellaron con calor. Se colocaron dentro de un vaso de
precipitado y se adicionaron 200 mL de solucion detergente neutra y 2.0 g de
metabisulfito, se adaptdé como cubierta otro vaso de precipitado con hielo. Se colocaron
sobre una parrilla y se llevo a ebullicion durante 60 minutos. Se retir0 la solucion
caliente y se adicionaron 200 mL de agua purificada, se mantuvo en ebullicion por 15
minutos, se retird el liquido caliente y se repitié nuevamente éste Ultimo paso. El liquido

drenado se afiadi6 a la solucion detergente para neutralizarla y desecharla.

A continuacién, se colocaron las de bolsas filtro ANKOM en tubos falcon y se
les quitd el exceso de agua por medio de una centrifuga marca Electroquim modelo
HERMLE Z200A durante 10 minutos. Finalmente, se llevaron a una estufa marca
RIOSSA modelo E51 a una temperatura de 90°C durante 12 horas. La ecuacién 8

muestra el calculo del porcentaje de FDN.
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%FDN = peso muestra — peso de residuo « 100 Ec. 8
peso muestra

2.1.3.8 Fibra detergente 4cida (FDA)

Se determiné mediante la técnica propuesta por la AOAC, 973.18 (2002). Las
bolsas filtro ANKOM secas con las muestras obtenidas de la determinacién de FDN,
se colocaron dentro de un vaso de precipitado y se adicionaron 200 mL de solucion
detergente acida, se adapté como cubierta otro vaso de precipitado con hielo. Se
colocaron sobre una parrilla y se llevé a ebullicion durante 60 minutos. Se retiré la
solucién caliente y se adicionaron 200 mL de agua purificada y se dej6é en ebullicion
por 15 minutos, se retird el liquido caliente, y se repiti6 nuevamente éste ultimo paso.
El liquido drenado se afiadid a la solucién detergente acida para neutralizarla y

desecharla.

A continuacién, se colocaron las bolsas en tubos falcon durante 10 minutos para
remover el exceso de agua por medio de una centrifugadora marca Electroquim
modelo HERMLE Z200A. Finalmente se llevaron a una estufa marca RIOSSA modelo
E51 a unatemperatura de 90 °C durante 12 horas. En la ecuacion 9 se puede observar

coémo se calcul6 el porcentaje de FDA

peso muestra—peso de residuo

%FDN = * 100 Ec.9

peso muestra

2.1.3.9 Lignina residual

La determinacion de lignina residual se realizé de acuerdo con el método de
lignina de Klason utilizado por Schwanninger y Hiterstoisser, (2002). Se pesaron 250
mg de muestra y se adiciondé 1 mL de H2SO4 al 72% por cada 100 mg de ésta. En
seguida se colocé a bafio maria a 40 °C durante 1 hora con agitacion, a la muestra

hidrolizada se le agregaron 28 mL de agua destilada por cada 1 mL de H2SOa4 utilizado.
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Se efecttio una segunda hidrdlisis en autoclave a 15 Ibr por 1 hora. Posteriormente la
muestra se filtrd utilizando crisol y papel filtro con ayuda de una bomba de vacio, al
mismo tiempo que se le realizé un lavado con 100 mL de agua destilada aplicando
vacio, para lograr obtener un pH de 7. En seguida se coloco la muestra en una estufa
de vacio durante 4 horas. En la ecuacion 10 se muestra él calculo del porcentaje de

lignina.

peso final de la muestra Ec. 10

% LIGNINA = 100

k
peso inicial de la muestra

2.1.3.10 Celulosa

La determinacion de celulosa se realiz6 por balance la cual se puede observar
en la ecuacion 11. Esto tomando en cuenta que la fibra detergente acida esta

compuesta por celulosa y lignina, de acuerdo con lo estipulado por FAO (1999).

% Celulosa = FDA — lignina Ec. 11

2.1.3.11 Hemicelulosa

El célculo de hemicelulosa se realizd con la ecuacién 12. Se determind de
acuerdo a lo estipulado por FAO (1999). Que es a través de la relacion de fibra de la
muestra. En la Ecuacion 12 se puede observar la formula como se calcul6 la

Hemicelulosa.

% Hemicelulosa = FDN — FDA Ec. 12

2.1.4 Analisis estructural
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2.1.4.1 Difraccion de rayos X
Los patrones de rayos X en polvo se obtuvieron en un D8 Bruker Discover Series
2, difractometro con radiacién Cu Ka. La intensidad de difraccion se midié entre 5y
70°, con un paso de 26 de 0.04 ° y un tiempo de conteo de 0.6 s por punto. Las fases
cristalinas fueron identificadas por medio de la base de datos del JCPDS (Comité
Conjunto de Normas de Difraccion de Polvo).

El indice de cristalinidad de la celulosa (IC) se determiné mediante difraccion de
rayos X. método de deconvolucion (ajuste de la curva) (Terinte et al., 2011) Se calculd

a partir de las integrales de pico | (hkl), de acuerdo con la ecuacion:

CI=[ Lioatlioatlooz |, 10 EC. 13

Lio1+110.1Hoo02 41,

donde: | (101), 1 (10.1) y 1 (002) representan el area bajo el plano cristalino y Iy,

representa el area no cristalina.

2.1.4.2 Microscopia electronica de barrido (SEM).

El andlisis de microscopia electronica de barrido se realizo sobre el bagazo de
manzana sin tratamiento. Por otro lado, se determind la composicién elemental por

espectroscopia de dispersion de energia.

El andlisis SEM se llevé a cabo en un JEOL JSM-6610 LV con un voltaje de
aceleracion de 20 keV equipado con un espectrémetro de rayos X de dispersion de
energia (INCA x-act Penta F6T precision de los instrumentos de Oxford). Antes del
analisis, la muestra se cubrié con oro y montado sobre una pelicula de carbono. La

composicién elemental promedio fue obtenida por analizando 3 zonas distintas.
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2.2 Fermentacion del bagazo e Inoculacion de Pleurotus ostreatus

Para la etapa 2 se procedié a la produccion del micelio Pleurotus ostreatus,
seguido de su activacion y posteriormente se acondiciono el bagazo de manzana, para
usar como sustrato en la inoculacion del hongo Pleurotus ostreatus. En la Figura 2 se

muestra la metodologia que se siguid (Sanchez-Cantu et al., 2018)

ETAPA 2

y

Produccién del micelio
v

Activacion del micelio

y

Preparacion y acondicionamiento de
sustratos.

‘ {

\ Llenado de los tubos Esterilizacion a 120

Ajuste de pH, porcentaje .
con 12 g de sustrato °C durante 15 min.

de combinacién (bagazo
/paja), aumento de la

humedad del bagazo de
manzana al 120%.

[ Inoculacion del hongo }
| |
| | |
By N 9
Colocacion de 3 granos de Incubacién a una Tomas de muestra
trigo fermentado con P. temperatura de 25-27 cada tercer dia. a
ostreatus en ca(.ja,un.o de °Cy esperar el partir del primer dia
los reactores bioldgicos crecimiento de incubacién
\_ J

Figura 2. 2 Metodologia de la fermentacion del bagazo de manzana e inoculacién de
Pleurotus
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2.2.1 Produccién del micelio

Se utilizé una cepa de P. ostreatus (G) del Departamento de Investigacion en
Ciencias Agricolas de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (DICA-BUAP)
cultivada a 28°C. Esta cepa fue multiplicada en bateria de micelio, para esto se requirid
elaborar agar de papa dextrosa, con una composicion aproximada por litro de 4g de
almidon de papa, 20g de dextrosa y 15 de agar, se esteriliz6 a 120°C y 15 psi de
presion durante 15 minutos. Se dej6 enfriar y se vertié en cajas Petri dentro de una
campana de flujo laminar marca Alder. Después se cultivé el micelio en las cajas Petri
mediante la técnica de Pitt y Hoking, tomando un trozo de agar con micelio y
agregandolo a las cajas Petri nuevas (Carrillo, 2003). Se introdujeron en una

incubadora microbiolégica marca Rios Rocha a 28°C durante 5 dias

2.2.2 Activacion del micelio

Para la obtencion del micelio activado se utilizé semilla de trigo, las cuales se
colocaron en bolsas de polipropileno y se les agregé agua purificada, un poco menos
del volumen de las semillas, las bolsas fueron cerradas parcialmente y esterilizadas a
120°C y 15 psi de presion durante 15 minutos. Las bolsas con los granos de trigo se
dejaron enfriar dentro de una campana de flujo laminar marca Alder, y se procedié a
la inoculacion del micelio activado con el micelio de Plurotus ostreatus de la caja Petri
previamente purificada, y se sellaron. Por ultimo, se introdujeron las bolsas inoculadas,

en una incubadora microbiolégica marca Rios Rocha a 28°C.

2.2.3 Preparacion y acondicionamiento del sustrato.

Se aumento la humedad del bagazo de manzana al 80%, 90% y hasta un 120%
aproximadamente. Posteriormente, se hicieron pruebas con diferentes combinaciones
de paja de trigo en una proporcién de 70 y 80% (p/p), respectivamente; y con el 100%
de bagazo para obtener las mejores condiciones de crecimiento. Asi también se
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realizaron pruebas ajustando el pH del sustrato entre 5-7 para obtener una mayor
velocidad de crecimiento del micelio.

Se llenaron 60 reactores biologicos con 12 g de bagazo de manzana,
obteniendo 60 muestras de extracto enzimatico, ya que se las pruebas se realizaron
por duplicado para cada enzima. Todos los tubos se esterilizaron en una autoclave
vertical ALWORTH a una temperatura de 120 °C durante 15 min, y se almacenaron

para su inoculacion.

2.2.4 Inoculacién del hongo en los reactores.

Cada uno de los reactores se inoculd con tres granos de trigo fermentado con
P. ostreatus colocado en la parte media del reactor, para que la propagacion de éste
fuera de manera radial y uniforme. Inoculados los tubos, se incubaron en condiciones
aerobias, manteniendo el flujo de aire a una temperatura de 25°C, durante 30 dias. A
partir del dia 3 se observo el crecimiento del hongo y se procedi6é a la extraccion de
enzimas, tomando muestras por duplicado cada tercer dia durante un mes (Miles &
Chang, 2004).

2.3 Obtencidén de extracto enzimatico y determinacién de actividad enzimatica.
La etapa 3 conlleva la extraccion del extracto enzimético cada tercer dia durante
un mes de inoculacién del hongo Pleurotus ostretus en bagazo de manzana como
sustrato. A su vez, se realiz0 la determinacion de la actividad enzimatica. En la Figura
2.5 se puede observar el diagrama de diagrama de bloques de la metodologia seguida

en la etapa 3.
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Etapa 3

Obtener extracto enzimatico

Purificacion del extracto

| L

técnica de Miller Método de Lowry

Determinacion de actividad (U/gs) Actividad enzimatica especifica (Ul/mg proteina)

Xilanasas

Celulasas
pH 4.8

L Pectinasas
pH 4.8

Figura 2. 3 Diagrama de bloques de la metodologia seguida en la etapa 3.

2.3.1 Obtencioén y purificacion del extracto

Para la obtencién del extracto enzimatico y la determinacién de la actividad
enzimatica se utilizaron buffers de citrato 50 mM a pH de 5.3 y de 4.8 para xilanasas y
celulasas, respectivamente; y buffer de acetato a pH 4.8 para pectinasas. El extracto
se obtuvo de la siguiente manera: se vacio el material fermentado de los tubos falcon
y homogenizé, se pesaron 12 g de la muestra para extraer el extracto enzimatico,
posteriormente se agregaron 12 mL, se agit6 manualmente por 30 min y someti6 a
prensado la mezcla con el buffer y recuperoé el extracto liquido. Para purificar el extracto
se sometié a una centrifugacion a 3500 rpm a 4°C por 15 min (Pelaez-Acero et al.,
2011).

2.3.2 Determinacion de actividad enzimética.

La determinacion de enzimas se realizé usando la técnica de Miller o DNS
(1959), reactivo que tiene la capacidad de oxidar a los azucares reductores dando
resultados colorimétricos que se pueden medir con una longitud de onda de 540 nm

para xilanasas y celulasas, y 530nm para pectinasas
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Para las xilanasas se preparé una soluciéon de xilano al 1 % (p/v) (SIGMA)®
como sustrato, una solucién de carboximetilcelulosa (CMC) al 1 % (MEYER)® como
sustrato para celulasas y para pectinasas una solucion de PGA (Acido
poligalacturénico): (MEYER)® como sustrato (Dominguez., 2010).

Se utilizé un blanco general para ajustar a cero el espectrofotometro, un blanco
individual para corregir la absorcion aportada por la muestra en la reaccion y la muestra
problema. Una vez que se obtuvo la absorbancia de la muestra, se calculé la actividad
enzimatica para xilanasas, celulasas y pectinasas mediante la formula de la pendiente
que se obtuvo de la curva de calibraciébn de xilosa, glucosa y D-galacturonico
respectivamente. La actividad es expresada en U/gss que equivale a unidades
internacionales por gramo de sustrato solido en buffer de citratos a 4.8 y 5.3 para

xilanasas y celulasas, y buffer de acetatos a pH 4.8 para pectinasas.

2.3.2.1 Preparacion de la muestra problema

Se coloco en un tubo 0.9 ml de la solucion correspondiente. Posteriormente se
agrego 0.1 mL del extracto enzimatico. Después se incubd a 50°C durante 5 min. Al
término de este tiempo se afiadi6 1.5mL de DNS. Después se puso a hervir las
muestras por 5 min, luego se colocaron en un bafo de hielo por 1 min. Al concluir el
procedimiento se procedid a leer en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de

540 nm. para xilanasas y celulasas y a 530nm para pectinasas.

2.3.3 Actividad enzimatica especifica

La actividad enzimatica especifica se realiz6 usando el método de Lowry (1951)
es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas. A la muestra se
afiade un reactivo que forma un complejo coloreado con las proteinas, siendo la
intensidad de color proporcional a la concentracion de proteinas, y se puede medir con

una longitud de onda de a 700nm.
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2.3.3.1 Preparacion de la muestra

Se tomo una alicuota de 100 pL de muestra, 0.1 mL del extracto enzimatico, de
reactivo de Lowry, se mezclo con ayuda de un vortex y dejo 10 minutos a temperatura
ambiente. Por ultimo, se procedi6 a leer la reaccibn enzimatica en un

espectrofotometro a una longitud de onda de 500 nm.

2.3.6 Curvas de calibracién

Las curvas de calibracion se realizaron mediante la técnica reportada por

Almeida et al. (2002) asi mediante esta curva se obtuvo la formula de la pendiente.

La curva de calibracién para medir actividad de celulasas utilizo CMC con

glucosa 0-1 mg/mL a 540nm.

Para la curva de calibracién de Xilanasas se utiliz6 xilosa de 0 - 0.45 mg/ mL a
540nm

La actividad de las enzimas pectinasas se utilizé D- galacturénico de 0 — 0.25

mg/ mL a 530nm.
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2.4 Pretratamiento del bagazo de manzana.

A continuacion, se presenta en la figura 2.6 el diagrama con la metodologia

seguida durante la etapa 4 que el pretratamiento del bagazo de manzana.

ETAPA 4
\

Seleccion de extractos enzimaticos

y

Acondicionamiento de extractos enzimaticos
\

[ Inoculacién e Incubaciéon de enzimas en ]

bagazo de manzana
\

Extraccion de enzimas y bagazo

Durante 20 dias cada 5.
|

Hidrolisis enziméatica

|
| |

Determinacién de Degradacion de celulosa, Determinacion de
actividad enzimatica. hemicelulosa y lignina al bagazo azucares reductores
pretratado

directos

Figura 2. 4 Metodologia seguida en la etapa 4.

2.4.1 Seleccién de extractos enzimaticos

Para llevar a cabo el pretratamiento biolégico se emplearon las enzimas
extracelulares generadas por el hongo Pleurotus ostreatus en los dias de mayor
actividad de acuerdo con el apartado 2.3.2, paras las xilanasas se encontr6 la maxima
actividad en el dia 15, las celulasas dia 18 y pectinasas dia 15.
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2.4.2 Acondicionamiento de extractos enzimaticos

Los extractos enzimaticos de los dias de actividad maxima de las enzimas
fueron acondicionados para poder utilizarlos en el pretratamiento biolégico, se
diluyeron con buffer de citratos pH 4.8 y 5.3 para xilanasas y celulasas, buffer de

acetatos a pH 4.8 para pectinasas en una proporcion 1:1 y se homogenizo.

2.4.3 Inoculacion e incubacién de enzimas en bagazo de manzana

El extracto enzimatico acondicionado fue incubado con base al método descrito
por Sanchez-Cantu et al. (2018) agregando 5 mL de solucién enzimatica a 5g de
bagazo de manzana limpio en reactores biolégicos estériles, variando las condiciones
a 90 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se dejaron

actuar en una estufa microbioldgica a 27°C durante 20 dias.

2.4.4. Extracciéon de enzimas y bagazo de manzana pretratado

Se separd el extracto enzimatico del bagazo incubado cada 5 dias, durante
20 dias, siguiendo la metodologia del apartado 2.3.1. el bagazo incubado se secé en
estufa marca RIOSSA modelo E51 a una temperatura de 60 °C durante 3 horas, para

poder determinar la hidrolisis enzimatica.

4.4 .5 Hidrolisis enzimatica

Para la hidrolisis enziméatica se determind la actividad enzimatica y azucares
reductores directos al extracto obtenido cada cinco dias durante el pretratamiento, y
se observé la degradaciéon de celulosa, hemicelulosa y lignina en el bagazo de

manzana incubado y seco.
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RESULTADOS



En este capitulo se encuentran los resultados obtenidos durante la parte

experimental, presentado por etapas.
3.1Analisis Fisicoquimico.

En la Tabla 3.1 se muestran las lecturas de pH, acidez y °Brix realizadas Al
bagazo de manzana después del acondicionamiento. Este analisis permite saber las

condiciones iniciales en la que se encuentra el bagazo de manzana, para asi poder

ser utilizado como sustrato en el proceso de fermentacion sélida.

Tabla 3. 1 analisis fisicoquimico.

pH 3.32+0.03
Acidez 1.17+0.04
° Brix 14.640.07

Se presenta el triplicado de las muestras + DE (desviacion estandar)

El bagazo de manzana presentd un pH de 3.3+0.03, por lo que puede
clasificarse como alimento de alta acidez de acuerdo a lo establecido por Cameron y
Esty (1940); dicho valor es menor en comparacion al pH de desechos de
procesamientos de manzana, encontrados por Gurpreet et al. (2013), donde
obtuvieron un valor de 3.5+0.1 Las diferencias en esta propiedad dependen de la

composicion quimica, grado de maduracion y especie de la fruta (Vifias et. al. 2013).

Valores de pH tan bajos como este tienen una gran influencia en el crecimiento
microbiano, ya que son pocos los microorganismos que crecen por debajo de 4.0, pese
al intervalo tan grande de pH al que pueden crecer y proliferar los hongos la mayoria
de ellos prefiere un medio acido para su desarrollo. En este sentido, se encuentra
reportado que el pH adecuado para el crecimiento miceliar de Pleurotus oscila entre
6.0-7.0 (Pérez, B., 2006), lo que significa que el pH del bagazo de manzana necesitaria

ajustarse para ser utilizado como sustrato para inocular Pleurotus ostreatus.
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Por otro lado, el valor de acidez se refiere a la determinacion cuantitativa del
contenido de acido en el producto expresada en porcentaje del acido predominante
(Egan et al.,1996). El resultado obtenido el bagazo de manzana es de 1.17+0.01% de
acido malico. La acidez del bagazo proviene de la acidez natural desarrollada por el
fruto durante su crecimiento como una forma de proteger los tejidos frente a presencia
microbiana, en la mayoria de los frutos la acidez decrece gradualmente con el proceso
de maduracion jugando un papel importante en el balance acidez/azlcar y, por ende,
influyendo en el sabor y aroma de los frutos (Brisefio et al., 2005).

Respecto al contenido de soélidos solubles, estos proporcionan una medida
objetiva de la concentracion de solidos solubles de azlcares disuelta en un producto,
por lo que se miden en porcentaje o grados Brix, considerando que 1 °Brix equivale a

1g de azucar en 100g de agua a temperatura ambiente.

El valor del bagazo de manzana fue de 14.6+0.2 °Brix, este valor es mucho menor
en comparacion con el valor de azucares totales encontrado por O’shea et al. (2015)
los cuales reportaron un valor del 54.20%. Lo anterior se atribuye a que debido a que
estos autores trabajaron con manzana fresca (incluyendo la cascaray la pulpa), por lo
que los niveles de sdlidos solubles incluyendo fructosa, glucosa, sacarosa y sorbitol,

son mayores.

Estos azucares solubles son consumidos preferentemente por el hongo
Pleurotus ostreatus en su fase de crecimiento micelial junto con la hemicelulosa
respecto de la celulosa y lignina; sin embargo, durante la fase de adaptacion e inicio
de crecimiento interfieren en el consumo de nutrientes por lo que es conveniente

tenerlos en menor cantidad (Gomez & Cuervo 2008).

3.2Andlisis composicional.

La caracterizacion composicional, es de suma importancia debido a que los
resultados determinan la composicién quimica del bagazo de manzana y da referencia
del éxito de la inoculacién del hongo sobre este. Esta determinacién consiste en
determinacién de humedad, cenizas, carbohidratos totales, proteinas, asi como fibra,
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los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados que se expresan en base
seca en la Tabla 3.2 fueron aquellos los del promedio de las 3 determinaciones. A su
vez, se determind la desviacion estandar.

Tabla 3. 2 Composicion quimica proximal del bagazo de manzana variedad Pyrus
malus

Componente g/100 g

Cenizas 1.714+0.04
Carbohidratos totales | 88.40+0.12
Extracto etéreo 4.89+ 0.46

Proteina 4.2440.434

Se presenta el triplicado de las muestras + DE (desviacion estandar)

El contenido de humedad del bagazo de manzana fue 22.3 %, lo que indica que
existe una reducida cantidad de agua libre o no ligada que pueda ser empleada por la
flora microbiana (Belén-Camacho et al., 2007). Se ha reportado que el contenido de
agua Optimo para Pleurotus ostreatus se encuentra entre el 80-85% para un
crecimiento maximo del micelio (Pérez, B., 2006) por lo que este dato permitié saber
gue serd necesario realizar un ajuste de humedad al bagazo de manzana para poder

usarlo como sustrato.

En la tabla 3.2 se puede observar el contenido de cenizas, estas comprenden
a los minerales que quedan tras la combustibn completa de los componentes
organicos de un alimento en unas condiciones determinadas. Se sabe que la manzana
contiene minerales como potasio, fésforo, calcio y hierro, entre otros (Matissek et al.,
1992; Angel et al., 2013), el valor encontrado fue de 1.71% el cual varia poco con el
encontrado por Gullon et al. (2007) en la pulpa de manzana que fue de 1.53%; sin
embargo, es similar al valor de cenizas de la variedad de manzana Karmijn de

Sonnaville encontrado por O’shea et al. (2015) que fue de 1.6.%

También puede observarse que el contenido de carbohidratos totales fue el
porcentaje mas alto, ya que la muestra de bagazo de manzana contiene 88.40% este

valor es similar al encontrado por Gurpreet et al. (2013) en donde se analizo la pulpa
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de manzana generada por industrias de Canadé en donde obtuvieron el 83.8% vy al
bagazo de jugo de manzana variedad Karmijn de Sonnaville estudiado por O’shea et
al. (2015) de 84.43%. El bagazo de manzana como fuente de carbohidratos favorecen
las reacciones metabdlicas y estructurales, siendo la funcion mas importante la de
satisfacer las necesidades energéticas del organismo mediante la liberacion de
energia almacenada en los enlaces de carbono y su transformacion en trabajo
bioldgico; ademas, también son el vehiculo de algunos micronutrientes y fitoquimicos
(Calvo & Mendoza, 2010; Cummings et al., 1997). En el caso de los macromicetos
como el pleurotus ostreatus consumen los carbohidratos en cantidades importantes
durante la fermentacion, en la cual se cubre todo el desarrollo, y los cambios durante
la fase de incubacion, asi como los requerimientos energéticos para la fructificacion
(Mitchell et al., 2004)

El extracto etéreo se refiere al conjunto de las sustancias extraidas, que
incluyen, ademas de los ésteres de los acidos grasos con el glicerol, determinados
alcoholes, los fosfolipidos, las lecitinas, los esteroles, las ceras, los acidos grasos

libres, los carotenos, las clorofilas y otros pigmentos (Caravaca, 2003).

El bagazo de manzana contiene un valor de extracto etéreo de 4.89 %, son
componentes liposolubles, este contenido a pesar de ser bajo no afecta al crecimiento
del hongo del género Pleurotus debido a que estos crecen en sustratos libres de grasa;
no obstante, esta reportado que la presencia de lipidos no interfiere en el crecimiento
(L6pez-Rodriguez et al., 2008).

Como se muestra en la Tabla 3.2, el contenido de proteina del bagazo de
manzana obtenida fue de 4.29%. Esta reportado que las frutas contienen poca
cantidad de proteinas, donde en frutas frescas el contenido aproximado es de 0.2 a 3
g/100 g de proteina. Figuerola et al. (2005) analizaron el bagazo de manzana, como
fuente potencial de fibra y encontraron un valor de 3.12 %, asi como Gurpreet et al.,
2013 un porcentaje de 2.9; estas cifras salen del intervalo estimado para una fruta
fresca, ya que el bagazo de manzana fue sometido a un proceso secado, se produce
un incremento en la concentracion de los “solidos”, entre ellos la proteina (Calvo &

Mendoza, 2010). El bagazo de manzana contiene un bajo contenido proteico, se sabe

60



gue los substratos sobre los que suelen fructificar las especies de Pleurotus pueden
contener valores bajos de nitrégeno mientras contengan celulosa y lignina (Fuller et
al., 2005; Calvo & Mendoza, 2010; Sanchez & Royse, 2001) por lo que el crecimiento

no se vera afectado por el valor proteico.

La fibra cruda representa al residuo organico insoluble que resiste a la hidrolisis
acida y alcalina, libre de cenizas (Egan et al,.1996). En el bagazo de manzana este
valor fue de 28.53 %, el cual diferencia muy poco con el encontrado por Wang &
Thomas (1998) que fue del 33%, esta variacion se puede deber a la naturaleza de la
muestra. La fraccion de fibra cruda, es una medida para determinar celulosa y lignina,
y estos componentes son de vital importancia para el crecimiento de los hongos del

genero de pleurotus ya que son su fuente de energia.

Por lo anterior se ha tratado de establecer otros sistemas de fraccionamiento
de los carbohidratos estructurales que aporten informacién mas precisa sobre éstos
compuestos. En este contexto, el sistema desarrollado por Van Soest distingue dos
tipos de fibra: Fibra Detergente Neutra (FDN) Fibra Detergente Acida (FDA), que
cuantifican las fracciones de la pared celular de importancia nutricional (Caravaca et.
al., 2003). El bagazo de manzana arrojé un valor de 37.27% de FDN el cual supera al
valor reportado por Wang & Thomas (1998) de 29.20% lo que se puede deber al origen
de extraccion del residuo ya que este consistio en las porciones enteras insolubles de
la manzana, incluyendo semillas, cascaras y nucleos. La FDN trata de determinar el
contenido en las paredes celulares de una muestra alimenticia. La FDN ofrece una
estimacion mas precisa del total de fibra en el alimento. Con la diferencia FDN y FDA

se puede obtener el valor de la hemicelulosa (Robbins, 1975; Caravaca, et. al., 2003).

La fraccion de FDA, determina el contenido de celulosa y lignina insolubles de
la muestra analizada, aunque suelen existir otros componentes minotarios como
minerales y nitrégeno. Para obtenerla se realiza una hidrolisis acida con un dtergente
y un &cido durante una hora sobre una muestra, o bien sobre el residuo de FND
(Caravaca, et. al., 2003). En el residuo se puede analizar la celulosa o lignina (Goering
y Van Soest, 1970).
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El valor obtenido para la FDA del bagazo de manzana es de 48.23%, porcentaje
compuesto por celulosa y lignina, que son compuestos indigeribles por las enzimas.
Este valor fue casi el doble que el encontrado por Wang & Thomas de 25.11% lo que

se debe al origen y variedad de la manzana.

Con las cifras conocidas para FDN, FDA y obteniendo lignina por el método de
Schwanninger y Hiterstoisser, (2002), se estimaron los valores de celulosa y
hemicelulosa. En la tabla 3.3 se muestra el valor de cada uno de dichos componentes

gue se encuentran en el residuo de bagazo de sidra de manzana

Tabla 3. 3 Composicion quimica del bagazo de manzana.

Componente %
Lignina 7.51+0.042
Celulosa 29.97+0.80

Hemicelulosa 8.51+0.56

El valor obtenido para lignina de el bagazo de manzana fue de 7.5%, un valor
cercano al encontrado por Wang, H. J., & Thomas, R, 1998 de 9%. El contenido de
esta depende del estado de maduracion de la fruta, y la determinacion sirve para
predecir la digestibilidad en materia seca y energia de un alimento, se encuentra
envolviendo a la celulosa y hemicelulosa y restringe al acceso a estos carbohidratos,
que si pueden ser digeribles (Cho S et al., 1997).

La lignina es el componente mas dificil de degradar de la pared vegetal, aunque
esta reportado que los organismos mas eficientes como degradadores de la lignina
son los “hongos de pudricién blanca”, entre los que se encuentra el hongo Pleurotus
ostreatus (Higuchi 1990). Por esta razon, los residuos lignoceloticos, como el bagazo

de manzana, son excelentes sustratos para la inoculacion del mismo.

Las hemicelulosas, se distinguen de las celulosas por la ausencia de CH20H de
los grupos laterales. Esta constituida por pentosas, sobre todo D-xilanos, los cuales

son derivados de la D- xilosa con enlace (1 — 4), y de hexosas distribuidas de forma
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ramificada y lineal conformando polimeros tipo polisacaridos (como los xiloglucanos,
formados por glucosas) denominados no-celulésicos a través de enlaces B (1-4),
haciendo que su estructura sea menos rigida que la de la celulosa (Aspinall, 1982;
Lineback, 1999; Mataix & Gassull, 2002; Gray, 2006; Moreno 2000; Taiz & Zeiger,
2006).

El porcentaje de hemicelulosa para el bagazo de manzana fue del 8.51 %, el
cual fue mas bajo que el encontrado por Chen et al., 1988 donde caracterizaron fisica
y quimicamente la fibra de manzana encontrando un valor de 15%. o el valor
encontrado por Wang & Thomas (1998) del 17% esta variacion se puede deber al
tratamiento fisico que se le dio al bagazo de manzana, y no se esta analizando la

misma porcién de la manzana.

La celulosa esta formada por unidades de D-glucosa unidas por enlaces 3 (1-4)
(Taiz & Zeiger, 2006). Es el componente mas abundante de las paredes celulares de
las plantas superiores (Lineback, 1999; Mataix & Gassull, 2002) y representa
aproximadamente 1/4 de la fibra alimentaria de los granos de cereales y frutas, asi
como 1/3 en hortalizas y frutos secos (Gray, 2006). No obstante, este valor dependera

de la especie y estado de maduracién de cada uno.

En la Tabla 3.3 se observan los datos obtenidos con respecto al contenido de
celulosa del bagazo de manzana con 29.977% un valor que se asemeja al encontrado
en el bagazo de manzana por Chen et al., 1988 de 31%, valor muy alto y conveniente
para la etapa del pretratamiento con las enzimas celulasas en sustratos susceptibles
a estas (Gray, 2006).

3.3Analisis estructural

En el andlisis estructural se llevd a cabo por las técnicas de difraccion de rayos
X (DRX) y Microscopia electronica de barrido (MEB); esto se realizd con el fin de
identificar si el bagazo de manzana esta compuesto de materiales que presenten
naturaleza cristalina, para posteriormente relacionar los resultados con los de la
actividad enzimatica. A su vez, el analisis MEB permitié analizar la morfologia del

sustrato e identificar si este consiste en un solido poroso que permita la inoculacion
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del hongo en este favoreciendo su diseminacién y, por ende, presentar una buena

actividad enzimética.
3.4.1 Difraccion de rayos X

En la figura 3.1se presenta el difractograma de rayos x realizado al bagazo de

manzana.
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Figura 3. 1 Patrones de rayos X en de bagazo de manzana.

Las sefales de difraccion de rayos X de la muestra se observan las sefales

caracteristicas de la celulosa, y se comparo con la ficha JCPDS de la celulosa nativa

Figura 3.2.
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Figura 3. 2 Ficha JCPDS de la celulosa nativa.

El indice de cristalinidad de la celulosa (IC) se calcul6 a partir de las integrales

de pico I (hkl), de acuerdo con la ecuacion 3.1 (Terinte et al., 2011).

IC =[ SUIRAILIRAALE ]* 100 EC.3.1

Iio1+li01+H o02+1py,

donde: | 101, | 1010 ¥ | ooz representan el area bajo el plano cristalino y Iy,
representa el area de la celulosa no cristalina.

Para llevar a cabo la de convolucién de las sefiales se utilizo el software PeakFit.
En la figura 3.3 se muestra la de convolucion de las sefales de las reflexiones
centradas en 15.3, 17y 22.5 grados de 2 theta, respectivamente; ademas se considero
una sefial respectiva a la seccion amorfa (19 de 26).
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Figura 3. 3 Deconvolucion de las sefales de celulosa y hemicelulosa no cristalina.

IC = 85.8269861
Tambien mediante este método se calculo el tamafio promedio de cristal utilizando la

ecuacion de Scherrer (Ec.3.2)

L=KA/ (B () cosB) Ec.3.2

donde K es el factor de forma (se us6 un valor de 0.9), L es el tamafio medio del cristal,
A es el longitud de onda de la radiacion de CuKa = 1.5406, B () es el ancho completo
a media maxima (FWHM) y 6 es el Angulo de difraccion

En este sentido, el tamafio promedio de cristal para la celulosa, obtenido a
partir del plano 200 fue de 29A; Los valores de indice de cristalinidad y tamafio
promedio de cristal no estan muy alejados de los encontrados por Lépez-Martinez et
al. (2016) que obtuvieron celulosa a partir de bagazo de cafa con un tratamiento
quimico, encontrando un tamafio promedio de cristal de 22 A y Sanchez-Cantu et al.
(2018) donde analizaron la torta de higuerilla para usarla como sustrato en la
produccion de Pleurotus djamor teniendo un IC DE 86.2 y un menor tamafio de cristal
con 21 A
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Es importante obtener estos datos ya que tanto las fases cristalinas que
componen al bagazo de manzana como su tamafio promedio de cristal representan un
reto para el sistema enzimatico ya que afectan fundamentalmente la hidrdlisis
enzimatica. A su vez, la cristalinidad de estos disminuye la accesibilidad de las
enzimas al sustrato, en consecuencia, la celulosa amorfa es rdpidamente degradada
y, a medida que aumenta el grado de cristalinidad, la celulosa comienza a ser

resistente a la hidrdlisis (Gutiérrez-Rojas et al., 2014).

3.4.2 Microscopia Electronica de Barrido

Las microscopias del bagazo de manzana pueden observarse en la figura 3.4.
en laimagen 3.4a )se puede ver que la muestra consiste en aglomerados de apariencia
fibrosa, los cuales son caracteristicos de los residuos lignocelulésicos, en la imagen b)

se pueden apreciar con mas detalle las microfibrillas de celulosa.

Figura 3. 4 SEM del bagazo de manzana a) muestra fibrosa de celulosa a 50pm

b) ampliacién de la imagen a
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Mediante la espectroscopia de rayos X de energia dispersa (EDS) puede
realizarse un analisis elemental para conocer los elementos presentes en la muestra.
Este revel6 que el bagazo de manzana contenia principalemente C, O, Si, P, K, Cay

Fe. Los porcentajes en peso se presentan en la tabla 3.4

Tabla 3. 4 Porcentaje en peso de los elementos presentes en el bagazo de manzana.

Elemento %
Carbono  48.13
Oxigeno  50.18
Silicio 0.17
Fosforo 0.24
Potasio 0.76
Calcio 0.32
Hierro 0.2

La suma de los porcentajes de los minerales presentes en el bagazo de
manzana da un total de 1.69% este coincide con el porcentaje de cenizas calculado

en el analisis composicional que fue de 1.71%.

3.4Produccion del micelio.

Se utilizé una cepa de P. ostreatus (G) y se cultivd a 28°C. Cabe recalcar que
empezd a notarse crecimiento del micelio de la caja Petri con agar desde el segundo
dia de inoculacion y la colonizacion completa se complet6 en el dia 10. En la Figura
3.5 puede verse la propagacion completa del micelio de Pleurotus ostreatus en la caja
Petri.
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Figura 3. 5 Micelio propagado en caja Petri de Pleurotus Ostreatus.

3.5Activacion del micelio.
El micelio de Pleurotus ostreatus en la caja Petriinoculado a 10 dias fue utilizado
para obtener el micelio activado en semilla de trigo frescas. En el dia 30 de inoculacion

se pudo observar la propagacion total del micelio en el trigo.

En la Figura 3.6 se muestra el micelio activado en trigo, del cual se tomaron

granos para inocular sobre el bagazo de manzana.

Figura 3. 6 Micelio activado de pleurotus ostretus en trigo.

69



3.6 Preparacion y acondicionamiento del sustrato.

Por otro lado, para que el bagazo de manzana sea utilizado como sustrato para
inocular Pleurotus ostreatus fue necesario su acondicionamiento.Primero se aumento
el contenido de agua hasta un 120%. Este fue el mas apropiado debido a que con
porcentajes menores la fermentacion en estado sélido no se llevaba a cabo en su
totalidad, quedandose en etapas tempranas del desarrollo micelar, ya que al momento
de esterilizar los tubos se perdia agua y se sabe que para el crecimiento del hongo es

necesaria una humedad de entre el 80 y 85% (Perez, B. 2006).

Se realiz6 un disefio experimental con el porcentaje de sustrato y pH a utilizar en

el bagazo de manzana el cual se muestra en la tabla 3.5

Tabla 3. 5 Disefio experimental.

Variables independientes Variables dependientes
Combinacién con soporte % crecimiento micelar %
PH Bagazo de . . .
Manzana Paja dia 3 dia7
70 30 20 30
5.3 80 20 25 40
90 10 10 25
3.3 100 0 0 0
5.7 100 0 5 20
6.5 100 0 20 35

De acuerdo con el disefio experimental se realizaron combinaciones del bagazo
de manzana con paja de maiz como soporte a diferentes porcentajes, al 70, 80, 90 (pH
final de 5.3) y con el 100% de bagazo (pH 3.3), también se realizé un ajuste de pH al
bagazo de manzana para no usar la paja como soporte, por lo que se realizaron dos
mezclas con Ca(OH)2 en una relacion 2% con respecto al peso del bagazo de
manzana a utilizar como sustrato ajustando (pH final 5.7) y al 3% (pH de 6.5). Todos

los reactores se inocularon con micelio activado de la cepa G (Pleurotus ostreatus).
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En la figura 3.5 se puede apreciar el crecimiento micelial en el tercer y séptimo

dia de inoculacion de acuerdo con el disefio experimental.

Figura 3. 7 Figura 3.7 Crecimiento micelar del hongo Pleurotus ostreatus: 1) dia 3 y
2) dia 7 de inoculacién.

(@) 70% b) 80% c) 90% d) 100% a pH 3.3 €) 100% pH 5.7 y f) pH 6.5)

De acuerdo a la tabla 3.5 y la figura 3.7 se puede analizar que la paja fue un
gran aporte de carbono para el desarrollo del micelio, el mayor crecimiento de micelio
se muestra en el reactor con 80% de bagazo de manzana y 20% de paja. Por otro

lado, para el séptimo dia de inoculacion este presentaba una propagacion micelar del
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40%; sin embargo, no hubo crecimiento del hongo con el 100% de bagazo de manzana
debido al pH acido del sustrato, ya que el hongo requiere un intervalo de pH entre 6-7

para el desarrollo del micelio (Perez, B. 2006).

Sin embargo, al ajustar el pH con Ca(OH)2 observé crecimiento micelar a los 3
dias de inoculacion y en el séptimo dia de inoculacion después del ajuste de pH a 5.7

se presento un crecimiento micelar del 20% y con un pH de 6.5 del 35%.

De acuerdo a los resultados obtenidos se tomo la decision de no utilizar el
soporte (paja), debido a que no se aprecié una gran diferencia en la velocidad de
crecimiento del micelio del hongo Pleurotus ostreatus con el 80% de bagazo de
manzana sin ajustar el pH y ajustando el pH del sustrato a 6.5. En la figura 3.8 se
muestra el estudio realizado del crecimiento micelar del hongo Pleurotus ostreatus

durante los 27 dias de inoculacion (Figura 3.8).

Figura 3. 8 Crecimiento del micelio durante 27 dias del hongo Pleurotus Ostreatus.

3.7Actividad enzimética

La actividad enzimética que es la cantidad de enzima que degrada sustrato

en un tiempo determinado, En este caso se midieron la actividad de 3 enzimas
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hidrolasas (celulasas, xilanasas y pectinasas), las cuales degradan xilano, celulosa y
acido poligalacturonico, respectivamente. La actividad enzimatica se reportdé en
Unidades Internacionales (U), definiendo la U como la cantidad de enzima que libera
1 umol de azlcares por minuto en las condiciones de la reaccién. Para cada

fermentacion la actividad se expres6 en U por gramos de sustrato seco (U/gss).

Para esta determinacion se realizaron curvas de calibracion de glucosa, xilosa
y d-galacturonico para conocer la concentracion de azucares liberados durante la

fermentacion.

3.7.1 Actividad enzimética: celulasas

La actividad enzimatica de las enzimas celulasas se presenta en la figura 3.9,
la cual se determind durante 27 dias de inoculacion del hongo. El dia de mayor
actividad fue el dia 15 con 119.07+ 4.83 U/gss, lo cual se atribuye a que en este dia
de inoculacion el hongo ya se propagoé en el sustrato y ya hay degradacion de lignina
y hemicelulosa que son las que protegen a las microfibrillas de celulosa y esta queda
expuesta, esto sucede por la accidn de otras enzimas que también estan presentes en
el coctel enziméatico. Después del dia 15 la actividad empieza a disminuir, asi como la

concentraciéon de celulosa.
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Figura 3. 9 Actividad enzimatica de las enzimas celulasas.

La actividad de las celulasas del hongo Pleurotus ostreatus inoculado en el
bagazo de manzana fue once veces mayor que la encontrada por Kumaran et al.
(1997) donde obtuvieron una actividad de celulasas de 10.1 U/gss en el dia 9 de
inoculacion, empleando P. ostreatus en residuos agricolas enriquecidos con urea y
sales de fosfato. Asi mismo, Marquez et al. (2007) que usaron como sustrato bagazo
de cafa tuvieron la actividad maxima el dia 19 fue de 1.16 U/gss estas diferencias en
las actividades puede ser debido a que la celulosa del bagazo de manzana se
encuentra mas disponible a la degradacion, posteriormente la concentracion
disminuye, a esto se le atribuye el decremento de actividad después del dia 15 de

inoculacion fue bajando la concentracién de celulosa.

3.7.2 Actividad enziméatica: xilanasas

La actividad enzimatica de las enzimas xilanasas se puede observar en la figura
3.10. Las enzimas presentaron un primer maximo de actividad para el dia 9 de la
fermentacién (16.90+£0.62 U/gss) y posteriormente desciendié hasta 9.06+0.66 U/gss

y volvié a ascender alcanzando la maxima actividad el dia 18 con 16.94+0.04 U/gss.
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Este mismo comportamiento fue encontrado por Luna et al. (2013) en el que utilizaron
rastrojo de cebada como sustrato para inocular Pleurotus Ostreatus en fermentacion
sélida, donde las xilanasas mostraron mayor actividad a los 12 dias de FES (80.5
U/gss) con un segundo incremento el dia 25 de 67.2 Ul/gss. Estos resultados
demuestran que la actividad de las xilanasas depende del tipo de la estructura celular

que integra al sustrato y su composicion con respecto a la parte lignocelulésica.
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Figura 3. 10 Actividad enzimatica xilanasas

3.7.3 Actividad enzimética: pectinasas

La actividad de las pectinasas puede observarse en la figura 3.11. En estas
enzimas se observa la menor actividad en el dia 3 de inoculacion siendo de 7.64+0.31
U/gss posteriormente asciende hasta alcanzar la maxima actividad en el dia 15 de
16.30+0.87 U/gss que es igual a 14.9 U/mL. La actividad presentada es mayor a la
reportada por Pereira et al. (2017) en donde evaluaron la produccion de cuerpos
frutales y pectinasas por Pleurotus ostreatus, utilizando residuos de cebolla como
sustrato en la fermentacion en estado solido. El extracto crudo del sustrato gastado
generado por el cultivo de P. ostreatus, mostr6 una actividad de pectinasa de

4.82 U/mL. La diferencia en ambas actividades puede deberse a que en el presente
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trabajo se midio la actividad durante el crecimiento del micelio, y Pereira et al evalud

la actividad durante la etapa fructifera del hongo

ACTIVIDAD ENZIMATICA
18 PECTINASAS

Actividad enzimatica U/gss

Figura 3. 11 Actividad enzimatica pectinasas

Por otro lado, por Inécio et al. (2015) inocularon Pleurotus pulmonarius en
fermentacioén solida sobre residuos de naranja como sustrato, presentando la actividad
enzimatica de pectinasas de 9.4 U / mL después de 35 dias de cultivo. Por lo general,
los residuos de naranja seca contienen hasta un 12% de fibra cruda en donde esta
incluida la pectina y celulosa, en el bagazo de manzana este valor fue mucho mayor
(28.53%), y a esto se atribuyoé la diferencia en las actividades, ya que las pectinasas
son las encargadas de hidrolizar la pectina, por lo que la concentracién de esta en el
sustrato influye en la actividad enzimética.

En laFigura 3.12 se pueden analizar las actividades de las enzimas
extracelulares producidas por P. ostreatus (xilanasas, celulasas y pectinasas) en la
biomasa de bagazo de manzana. Esta claro que las celulasas exhibieron una mayor
actividad en comparacion con las xilanasas y pectinasas; sin embargo, las 3

presentaron la maxima actividad a partir de los 15 dias de inoculacion y después

76



tuvieron un decremento, lo que se puede atribuir a que tal vez bajo la concentracion
de celulosa, hemicelulosa y pectina respectivamente en los Gltimos dias de inoculacion
y la formacion de azucares a traves de la fermentacion como xilosa y glucosa que son

inhibidores de la actividad enzimética (Mandels & Reese 1960; Bartley & Knee, 1982).
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Figura 3. 12 Comparacién de las actividades enzimaticas de las enzimas
extracelulares de Pleurotus ostreatus

Estos resultados demuestran que P. ostreatus es un productor eficiente de
estas enzimas industriales importantes, como lo son xilanasas, celulasas y pectinasas

en un sistema de sustrato sélido y barato que es el bagazo de manzana.

3.8Actividad enzimatica especifica
Se define la actividad especifica como el nimero de micromoles de producto
formado por minuto por miligramo de proteina (U/mg proteina), de una manera general
se puede decir que la actividad especifica de una enzima es igual a la velocidad
maxima por miligramos de enzima (Arriaga et al., 1979).
Dentro de la tabla 3.6 se muestran las actividades especificas de las enzimas

xilanasas, celulasas y pectinasas. La actividad especifica maxima de la xilanasas en
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el bagazo de manzana se observo en el dia 3 (0.58+0.03 U/mg) este resultado fue
cuatro veces mas grande al encontrado por Reddy et al. (2003) en residuos agricolas
de banano donde la actividad especifica maxima fue el dia 20 (0.1435 U/mg). En las
enzimas celulasas la actividad especifica fue de 0.054+0.014 U/mg de proteina en el
bagazo de manzana el dia 12, por su parte Marquez et al. (2007) obtuvieron la
actividad especifica maxima de 10.00 U/mg de proteina a 19 dias de fermentacion
sélida en bagazo de cafia de azucar, esto se puede atribuir a la cantidad de proteina
presente en cada sustrato. La actividad especifica maxima de las pectinasas fue de

0.37+0.07 U/mg proteina el dia 6 de la fermentacion.

Tabla 3. 6 Actividades especificas de las enzimas extracelulares de pleurotus

ostreatus inoculado en bagazo de manzana.

Tiempo Actividad especifica (U/mg proteina)
(Dias) xilanasas celulasas pectinasas
1 0.45+0.04 0.048+0.028 0.22+0.02
3 0.58%0.03 0.044+0.0007 0.27+0.04
6 0.17+0.03 0.034+0.03 0.37+0.07
9 0.33+0.02 0.058+0.004 0.25+0.03
12 0.54+0.10 0.054+0.014 0.27+0.05
15 0.35+0.04 0.038+0.036 0.13+0.07
18 0.31+0.02 0.044+0.10 0.31+0.01
21 0.45%0.08 0.052+0.09 0.30%0.03
24 0.31+0.009 0.042+0.008 0.28+0.02
27 0.32+0.004 0.029+0.02 0.19+0.002

Se pueden percibir las diferencias entre las actividades enzimaticas especificas
en la figura 3.13, hay un gran cambio entre las actividades especificas y la actividad
enzimatica, esto se debe a que la técnica utilizada para medir la actividad enziméatica
es una técnica colorimétrica para la hidrolisis de los polisacéaridos presentes en la
muestra y cuantifica los azucares reductores liberados durante la fermentacion, para

la actividad especifica se utilizé el método de lowry el cual aunque también un método
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calorimétrico este cuantifica la concentracion de proteinas en el sustrato; las celulasas
fueron las de mayor actividad enzimatica, es decir se encontrd una gran liberacion de
glucosa, pero fue la de menor actividad especifica es decir es menor el producto que
se forma por proteina (Arriaga et al., 1979; Miller 1959; Lowry 1951) . La enzima con
mayor actividad especifica es la enzima xilanasa es decir fue la que tuvo una mayor

afinidad con el sustrato (bagazo de manzana)
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Figura 3. 13 Actividad enzimatica especifica de las enzimas extracelulares de
Pleurotus ostreatus.

3.9Pretratamiento enzimatico

Posteriormente de la determinacion de actividad enzimética, los extractos
enzimaticos de los dias de mayor actividad para xilanasas (dia 18), celulasas y
pectinasas (dia 15), fueron diluidos en proporcién 1:1 con buffer de citratos 5.3, 4.8 y
buffer de acetatos a 4.8, respectivamente. Estos fueron inoculados y después
incubados a 30°C en bagazo de manzana durante 20 dias con el fin de cuantificar el
consumo de los componentes de la pared celular; celulosa, hemicelulosa y lignina; asi

como medir la actividad enziméatica y la produccién de azucares durante el tratamiento.
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3.10.1 Cuantificacién de celulosa durante el pretratamiento enzimatico

En la figura 3.14 se muestran los porcentajes de celulosa durante el tratamiento
de las enzimas extracelulares, estos son bastante interesantes, ya que al quinto dia
de incubacion con las 3 enzimas se presenté un incremento de celulosa, siendo el
menor el de las enzimas pectinasas, este aumento de concentracion puede deberse a
qgue los primeros dias de inoculacion enzimética no hay una buena eliminacion de
lignina y hemicelulosa que son las microfibrillas que protegen a la celulosa de la
degradacion, posteriormente durante los dias siguientes los porcentajes decaen, para
el final del tratamiento habia bajado hasta un 74.31% del contenido inicial, el
tratamiento con pectinasas se obtuvo un porcentaje de celulosa muy parecido al final
del tratamiento se tenia 74.5%. por su parte las celulasas fueron las que presentaron

mayor degradacién de celulosa en el bagazo de manzana, decayendo 30.87%.

[ Kilanasas
b Celulasas

Celulosa (%)

Dias de pretratamiento

Figura 3. 14 Cuantificacion de la celulosa durante el tratamiento enzimatico.
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3.10.2 Cuantificacién de hemicelulosa durante el pretratamiento

enziméatico

La degradacion de la hemicelulosa durante el tratamiento se presenta en la
Figura 3.15. El bagazo de manzana con el tratamiento en las 3 enzimas presentd una
degradacion del 31% para el dia 10, al final del tratamiento en el dia 20 la mayor
degradacion de hemicelulosa fue con las enzimas xilanasas llegando a 4.54%, con
una degradacion de 55.64%. y con las celulasas y pectinasas los valores fueron muy
parecidos, 5.87% y 5.74% de hemicelulosa, respectivamente.

10

e xillanasas
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[ lpectinasas
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Dias de pretratamiento

Figura 3. 15 Cuantificacion de hemicelulosa durante el tratamiento enzimatico.

Los resultados obtenidos coinciden con Sanchez-Cantu et al., 2018 en el que
realizaron un pretratamiento sobre torta de ricino empleando xilanasas y celulasas
producidas a partir del hongo Pleurotus djamor durante 15 dias, encontrando que
empleando las enzimas celulasas los valores de hemicelulosa permanecieron
practicamente sin cambios durante el tratamiento, mientras que se verificd que los
valores de hemicelulosa disminuyeron progresivamente durante todo el tiempo de

incubacion alcanzando una degradacién de 58.3%. Esta eficiencia de las xilanasas se

81



puede deber a que son especificas para hidrolizar xilano, el cual es el principal tipo de
hemicelulosa (Anthony P. et al., 2016).

3.10.3 Cuantificacion de lignina durante el pretratamiento

La lignina es el componente mas importante de degradacién durante el
tratamiento ya se emplearon las enzimas extracelulares de Pleurotus ostreatus el cual
es un buen degradador de lignina atreves de enzimas extracelulares (Stajic et al.,
2006). En la figura 3.16 se muestran los porcentajes de lignina cada cinco dias de
incubacion de las enzimas, donde se observa una disminucién del porcentaje de
lignina con las 3 enzimas hasta el dia 10 de inoculacion, después incrementa y vuelve
a disminuir al final del pretratamiento esto se relaciona con la actividad enzimatica, en
estos dias de pretratamiento se encontro la presencia de azucares que son inhibidores
de la misma, por lo que se aumento la concentracion de este componente, las enzimas
celulasas degradaron un 51.3% el porcentaje de lignina en el bagazo de manzana,
seguido de las pectinasas, las cuales alcanzaron un 56% aunque en el dia 10 del
tratamiento llegaron a degradar hasta un 52%, por su parte las enzimas xilanasas

degradaron un 60% de la lignina en el sustrato.
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Figura 3. 16 Cuantificacion de lignina durante el tratamiento enzimatico.

De los 3 polisacéaridos de la pared celular del bagazo de manzana, la lignina fue
el componente mayormente degradado seguido de la hemicelulosa y el porcentaje de
menor degradacioén fue la celulosa, pues es sabido que para degradar esta uUltima es
necesario remover la lignina y hemicelulosa, pues estan entrelazadas en una matriz,
se puede observar que todas las enzimas degradan lignina ya que es la funcién
principal de las enzimas extracelulares de Pleurotus Ostreatus asi como también
dentro de estas se encuentras las lacasas que aunque no fueron cuantificadas, se
pueden encontrar estables en el buffer de acetatos pH 4.8 que se utilizo y es sabido
gue estas son las principales degradadoras de este componente (Sanchez-Riafio et
al., 2014; Sanchez-Cantu et al., 2018; Ramirez et al.,2003).

3.12 Actividad enzimatica y azucares durante el tratamiento.

Durante el tratamiento se midi6 la actividad enzimatica cada 5 dias, asi como
los azUcares producidos ya que estos valores estan relacionados entre si, la velocidad

inicial de una reaccion catalizada por una enzima depende de la concentracion de
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sustrato, cuando estas hidrolizan celulosa, hemicelulosa lignina y pectina, los enlaces
se rompen y liberan azlcares reductores, sin embargo, cuando se alcanza la méxima
velocidad de reaccion, estos llegan a una saturacion y la actividad desciende (Champe
&Harvey, 1994).

Este comportamiento se puede observar en los 3 graficos de actividad y los
azucares producidos por cada enzima, para poder hacer una comparacion entre los
mismos, la figura 3.17 muestra la actividad y los azUcares producidos durante el
tratamiento por las enzimas celulasas, figura 3.18 actividad y azucares producidos
durante el tratamiento enzimatico con enzimas xilanasas, y figura 3.19 actividad

enzimatica con los azucares producidos durante el tratamiento enzimatico con enzimas

pectinasas.
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Figura 3. 17 Actividad de las enzimas celulasas y azucares producidos durante el
tratamiento enzimatico.
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Figura 3. 18 Actividad y azucares producidos durante el tratamiento enzimatico con
enzimas xilanasas.
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Figura 3. 19 Actividad y azucares producidos durante el tratamiento enzimatico con
enzimas pectinasas.
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Se puede analizar con los tres tratamientos enziméticos que al inicio del
tratamiento la actividad enzimatica va en ascenso hasta alcanzar la actividad méxima
el dia 15 de inoculacién siendo las celulasas las enzimas de mayor actividad, seguido
por las xilanasas y pectinasas, posteriormente empieza a descender; la produccion de
azucares también aumenta conforme avanzan lo dias en tratamiento sin embargo esto
disminuye cuando la actividad méaxima se alcanza, esto coincide con lo encontrado por
Jorgensen et al., 2007 debido a que cuando se presenta mayor concentracion de
azucar hay un menor rendimiento enzimatico ya que esta inhibe la actividad
enzimatica, como se puede observar con los graficos que las enzimas xilanasas fueron
las que produjeron menos azlcares y las enzimas pectinasas fueron las que tuvieron

mayor rendimiento de estos, no obstante presentan la actividad mas baja.
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CONCLUSIONES



Conclusiones:

1 EIl andlisis composicional del bagazo de manzana revelo que es fuente de
carbohidratos estructurales, los cuales son esenciales para que el hongo

Pleurotus ostreatus se desarrolle y produzca enzimas.

2 El hongo Pleurotus ostreatus tiene la capacidad de crecer sobre el bagazo de
manzana sin necesidad de usar algun material de soporte, solo con las

condiciones de humedad y pH 6ptimos para el crecimiento.

3 La produccion de enzimas hidrolasas por el hongo Pleurotus ostreatus se
puede llevar acabo de forma factible presentando la mayor actividad a la mitad
de la fermentacion, siendo las enzimas celulasas las de mayor rendimiento ya

gue el residuo esta compuesto principalmente de celulosa.

4 Se confirma la importancia de las enzimas extracelulares del hongo

Pleurotus ostreatus en la biodegradacion de lignocelulosa.

e Se sugiere continuar con la purificacion de los extractos enzimaticos para la
obtencion enzimas puras. Ademas de realizar la cuantificacion de enzimas
lacasas que también son excretadas por el hongo Pleurotus ostreatus y han

sido relacionadas con la degradacion de compuestos lignoceluldsicos.
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