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Resumen
En este proyecto de investigacion se llevo a cabo la extraccion de aceite de ricino
(Ricinus cummunis) por prensado mecanico térmico para poder acceder a la torta de

extraccion de la dicho aceite.

La torta fue caracterizada mediante un analisis quimico proximal y fisicoquimico,
también fue sometida a difraccion de rayos X, microscopia electronica de barrido y se le

midio el area de contacto.

Posteriormente se utiliz torta de extraccion de aceite de ricino como sustrato de
crecimiento con dos tamafos de particula (0.420 — 0.841mm y 0.841 — 2.0 mm) del hongo
Pleurotus djamor, en donde se determiné que este hongo es capaz de crecer
exitosamente en dicho sustrato sin necesidad de adicionarle ningin material de soporte.
Después se procedi6 realizar extracciones de enzimas extracelulares producidas por el
hongo mediante buffer de citratos con pH 4.8 y 5.3 los dias 8,11, 14, 17, 20 y 23.

Se encontré que a menor tamafio de particula se favorece ligeramente la actividad
enzimatica de xilanasas y que mayor tamafio de particula favorece ligeramente la
actividad enziméatica de celulasas. Los dias que presentaron mayor actividad enzimatica

fueron el 14 para la xilanasas y el 11 para las celulasas.

En este sentido se determiné que al aplicar los extractos enzimaticos de los dias
de mayor actividad con pH 4.8 y 5.3 se presentd mayor grado de deligificacién y ligero

aumento en la disponibilidad de celulosa con el pH 5.3.




Introduccion

En la actualidad la ciencia se enfrenta al reto de generar energéticos renovables
sustentables debido a que se busca disminuir las emisiones de gases invernadero
producidas no soélo por la etapa de combustién de combustibles, si no, desde su proceso
de produccion. Lateralmente se ha desarrollado un segundo problema que tiene también
que ver con la contaminacion, pero que proviene de los residuos generados por el

aumento de consumo de productos agroindustriales.

Los residuos agroindustriales también contribuyen a la emisibn de gases
invernadero en su etapa de descomposicién si no son tratados adecuadamente, sin
embargo, al ser residuos de desecho son muy econdmicos y tienen altos contenido de
celulosa que a su vez esta compuesta por monémeros de 3-D-glucosa, y por lo tanto son
fuente de energia. Ademas de celulosa son ricos en proteinas, por lo que pueden ser

empleados como materia prima para la produccién de alimentos.

En el caso particular de los residuos lignocelulésicos generados por la higuerilla en
la extraccion de aceite de ricino se perfilan como materia prima de biocombustibles de
segunda generacién debido a que la semilla de higuerilla contiene una proteina altamente

toxica llamada ricina, lo cual la imposibilita para su uso en la produccion de alimentos.

Para que estos residuos puedan ser empleados como materia prima de
combustibles debe ser sometido a un pretratamiento que consiste en degradar la lignina
que da soporte a la celulosa, la mantiene fuertemente unida y le brinda proteccién. La
lignina es una sustancia muy resistente a la degradacion, incluso a acidos en bajas
concentraciones; pero es necesario eliminarla para obtener altos rendimientos en la
produccion de bioetanol. El pretratamiento es por lo tanto una etapa crucial ya que de él
depende hacer accesibles los azlcares fuente de energia que seran hidrolizados y

fermentados en etapas posteriores.

En la actualidad se han desarrollado pretratamientos fisicos que no consiguen
degradar la lignina eficazmente, pretratamientos quimicos muy agresivos que si bien es
cierto llegan a presentar buenos grados de delignificacion, resultan ser muy

contaminantes Yy COStoso0s.

Es por esto que este trabajo se enfoco en el pretratamiento biolégico empleando

como aliado al hongo Pleurotus djamor que es especialista en degradar lignina mediante




la produccion de una poderosa bateria enzimatica extracelular, y que ademas, es capaz

de degradar la celulosa mediante la produccién de celulasas y xilanasas.




CAPITULO |
MARCO TEORICO.




En este capitulo se describe la composicidén de los residuos lignoceluldsicos y sus
fuentes; asi como la importancia que tienen los productos generados a partir de ellos. Se
hace alusion a la higuerilla (Ricinus cummunis) y a su impacto econdémico, ademas de su

potencial en el &mbito de los biocombustibles.

Ademds, se sefalan las generalidades de los biocombustibles, su desarrollo y
clasificacion. A su vez, se destaca la importancia del bioetanol; por lo que se mencionan

sus fuentes y su elaboracion a partir de biomasa lignocelulésica.

Por otro lado, se indican las etapas necesarias para producir bioetanol remarcando

la importancia del pretratamiento en su elaboracion y los tipos de pretratamiento.

También, se mencionan las generalidades de los hongos, en particular del hongo
Pleurotus y en especifico del Pleurotus djamor y, por ultimo, de las generalidades de las

enzimas entre las que destaca el como actlan y su clasificacion.

1.1 Residuos lignocelulésicos.

Los residuos lignocelulésicos también llamada biomasa lignocelulésica (1) se
puede definir como cualquier material organico proveniente de las plantas. Incluyen
materiales agricolas, residuos forestales, desechos sélidos municipales y desechos
industriales (2) tales como paja de diversos cereales, bagazo de cafia de azlcar,
desechos de papel, bagazo, de cerveza, fibra de coco, desechos frutales, cascaras, tallos,
etc. (3). Los residuos lignoceluldsicos estan compuestos por celulosa, lignina, ademas

otros polisacaridos comunmente llamados hemicelulosa (4).

La celulosa es un polimero de la D-glucosa enlazadas por medio de enlaces
glucosuricos (3-1,4’. Este arreglo de enlace es muy rigido y estable, o que hace de la
celulosa un material estructural apto para soportar el peso de la planta. En la figura 1.1 se

puede observar la molécula de la B-D-glucosa (5).
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Figura 1.1 Molécula de B-D-glucosa.




Las moléculas de celulosa se mantienen unidas por medio de enlaces de
hidrégeno entre los grupos —OH de los anillos de glucosa; al conjunto de estructuras de
celulosa unidas por grupos -OH se les conoce como microfibrillas. La figura 1.2 muestra

una estructura parcial de la celulosa en donde se observan las caracteristicas descritas.
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Figura 1.2 Estructura parcial de la celulosa.

Por otra parte, la lignina es un polimero altamente ramificado que por lo general
esta formado por alcoholes coniferilico, cumarico y sinapilico. En la figura 1.3.se observan
los monémeros de los alcoholes 3a cumarico, 3b coniférico y 3c sinapilico. Las
proporciones de estos alcoholes presentes en la lignina varian entre especies, 6rganos

vegetales incluso entre las capas de una pared celular (6).
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Figura 1.3. a) alcohol cumarico, b) coniférico y c) sinapilico.
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El polimero de lignina es amorfo y cominmente estd unido mediante enlaces C-C
y C-O-C en cada unidad de alcohol fenilpropanoide que forma una estructura compleja y
ramificada en tres dimensiones. La cual se cree no estd unida de un modo Unico ni
repetido. En la figura 1.4 se observa un modelo parcial hipotético de &rbol de haya
publicado por Taiz y Zeiger en donde se puede observar que las unidades
fenilpropanoides no se encuentran ordenadas de manera simple y repetida (6).
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Figura 1.4. Modelo parcial de lignina.

La lignina funge un papel fundamental en la conduccién del agua y los nutrimentos
absorbidos por las raices hasta las partes superiores de la planta (7). La lignina llena los

espacios en la pared celular, en la hemicelulosa y en los demas componentes de la planta

(6).




La hemicelulosa, por su parte, es un polimero ramificado mas corto que la celulosa
y, a diferencia de la misma, no se encuentra formada por un solo tipo de polisacérido. Su
funcion es unir a las microfibrillas formadas por la celulosa (8). Las hemicelulosas son

muy heterogéneas; sin embargo, pueden establecerse dos grandes grupos:

¢ Hemicelulosas neutras, formadas por pentosanos de arabinosa y xilosa y
por hexosanos de galactosa, manosa y glucosa.

¢ Hemicelulosas acidas, que contienen acidos galacturénico y glucoronico

9).

Los mondémeros de cinco o seis carbonos de la hemicelulosa se unen a la celulosa
mediante enlaces en los hidrogenos (10).En la figura 1.5 se pueden observar los
polisacaridos mas comunes presentes en la hemicelulosa (D-xilopiranosa, L-
arabinofuranosa, D-glucopiranosa, D-galactopiranosa, D-,anopiranosa, acido
glucopindico, 4-O-metil-acido D-glucopirandico y acido D- galactopirandico) (11). Cabe
mencionar que los enlaces cruzados de la microfibrillas con las cadenas de hemicelulosa

proporcionan fuerza mecénica a las estructuras vegetales (12).
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Figura 1.5. Polisacaridos mas comunes presentes en la hemicelulosa.




Finalmente, en la figura 1.6 se muestra el complejo arreglo tipico de la pared
celular de una planta, en donde se puede apreciar de manera gréfica la ubicacion de la
celulosa, la lignina y la hemicelulosa (13).

i Celulosa

Lignina

F S N Hemicelulosa

Microfibrillas
de celulosa

Figura 1.6. Arreglo tipico de la pared celular de una planta.

1.1.2 Importancia de los productos generado a partir de residuos
agroindustriales.

La FAO (Food and Agriculture Organization, por sus siglas en Inglés) report6 en el
2000 que tan solo la poblacién en los paises en desarrollo aument6 260% lo cual provoco
el incremento de la produccién agricola (14) vy, por ende, de sus residuos. Se estima que
la agricultura genera 140 billones de toneladas métricas de biomasa lignocelulésica cada

afio a nivel global (3).

Al respecto, el departamento de energia de Estados Unidos calcula que mas de
500 millones de toneladas de biomasa residuos lignocelulésicos de esta materia prima
puede estar disponible por afio en dicho pais con precios muy bajos que oscilan de 20 —
50 $/ton. Estos residuos atraen cada vez mas atencion como una materia prima renovable
disponible en abundancia y econOmica, capaz de producir productos quimicos y

biocombustibles como el bioetanol y solventes organicos como el butanol (15).




El empleo de estos residuos lignoceluldsicos tiene un gran potencial para
industrias de diversos sectores tales como la energética, para la elaboracion de biogas
gue es utilizado para calentar, generar vapor o electricidad (15), Industrias interesadas en
la produccién de productos quimicos de origen, biopolimeros, area de la salud; para la
produccion de antibiéticos y hormonas, aminoé&cidos, acido citrico (3).

Por lo que una economia basada en recursos renovables ofrece beneficios como

3):

e Nuevas areas de crecimiento en zonas rurales con gran producciéon de
biomasa.

¢ Nuevos sectores de negocios emprendedores e innovadores.

¢ Reduccion de dependencia de los recursos no renovables.

e Disminucion de emisiones de gases invernadero.

e Mejora de la salud debido al empleo de materiales de origen biolégico en
lugar de materiales quimicos sintéticos.

e Creacion de empleo y desarrollo rural.

Uno de los sectores que contribuye a la generacion de una gran cantidad de
biomasa es el de la extraccion de aceites vegetales, mismos que son empleados
preferentemente para la elaboracién de alimento animal (16) y produccién de suplementos
alimenticios. Los residuos lignocelulésicos provenientes de tortas de extraccion de aceite
han sido empleados para la produccion de enzimas industriales, antibidticos,

biopesticidas, vitaminas, proteinas hidrolizadas, alimento, fuente de energia (17).

En el caso particular de la torta de extraccion de la semilla de higuerilla, esta es
empleada mayormente como fertilizante debido a su contenido de nitrégeno, fésforo,
potasio y trazas de nutrientes como el magnesio, zinc y cobre, que hacen de ella un
fertilizante balanceado (18). No obstante, cabe mencionar que la torta de aceite de ricino
no puede emplearse con fines alimenticios debido a que contiene la proteina altamente

toxica llamada ricina (19).

En cuanto a los residuos agroindustriales provenientes de tortas de prensado de
aceite, se tuvo una produccion total superior a 25 millones de toneladas por afio en 2005 -
2006 de las cuales se exportaron 4.3 millones de torta de aceite segin Ramachandran

(17). Al respecto, la India reporta haber exportado 200 mil toneladas de torta de aceite de
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ricino en ese mismo periodo, asi como un aumento en la exportacién de afios posteriores
correspondiendo 240 mil toneladas al periodo 2009-2010 (18).

1.2 Higuerilla.

La higuerilla es un arbusto de compleja morfologia, perteneciente a la familia de
las Euforbiaceas, proveniente de Africa y de la India. Tiene un largo ciclo de vida (hasta
12 afios), por lo que se le puede cultivar y cosechar durante su periodo de vida o
anualmente, segun el ambiente y el sistema de produccién (19) (20). En la figura 1.7 se

puede observar sélo tres de la amplia variedad de especies.

Figura 1.7. Variedades de higuerilla silvestre.

Su tamafio varia desde 0.8 a 5 metros de altura, se reproduce de forma anemdfila,
es decir, las flores masculinas situadas en la parte superior polinizan a las femeninas en
la parte inferior de la planta por accion del viento. Las raices de la higuerilla pueden ser
fistulosos pivotantes y las de las especies gigantes se asemejan a las de los arboles. Sus
tallos presentan variacion en cuanto al color, con cicatrices foliares, cuando la planta es
joven el tallo es tierno y jugoso pero conforme va envejeciendo se vuelve lefioso. El fruto
esta envuelto por una capa que puede ser lisa o espinosa de diversos colores y texturas,
al secarse la semilla puede ser dehiscente, que consiste en abrir la cubierta y expulsar la
semilla, o indehiscente, en donde permanece la semilla en el fruto seco, y contiene de 35
a 60% de aceite (19) (20).

La higuerilla se caracteriza por su amplia adaptacion, ya que puede proliferar en
climas tropicales, subtropicales y templados. Puede encontrarse en altitudes que van
desde el nivel del mar hasta 2300 metros, aunque para su produccién comercial es

recomendable una altitud que oscile entre 300 y 1500 metros sobre el nivel del mar. Se
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adapta a regiones aridas y semidridas, donde su resistencia a la sequia es una de sus

virtudes mas destacadas (19) (20).

1.2.1 Impacto econémico de la higuerilla.

Es una planta muy versatil, ya que pueden aprovecharse el aceite, la torta, la
cascara de esta semilla y residuos de la planta (18). Segun reportes realizados por
Castoroil.in el precio de la semilla de higuerilla en 2012 fue de $736 délares americanos
por tonelada métrica, el aceite de ricino fue valuado en $1,550 dolares americanos la
tonelada métrica y $109 délares la tonelada métrica de torta de extraccion de semilla de
higuerilla (21).

En la actualidad el aceite de ricino es utilizado para la industria cosmetoldgica,
como lubricante, en la fabricacion de colorantes, anilinas, desinfectantes, germicidas,
adhesivos, insecticidas, barnices, plasticos, en biomedicina, biodiesel, en cuanto a la torta

de extraccién para composta (19) (18).

El impacto econémico de la higuerilla radica en que por una parte favorece al
sector agricola debido a que se trata de una planta de facil cultivo ya que se adapta a
zonas aridas, semiaridas y no requiere de suelos de alto rendimiento (20). Por otro lado,
contribuye en el ambito industrial por la gran variedad de productos que se pueden
elaborar y los que se encuentran en etapa de investigacion. Ambos sectores son fuente
de empleo y activacion econdémica. La FAO reporté que en 2012 la produccion de aceite
de ricino fue de 1,630 millones de toneladas métricas (22). Tomando en cuenta que el
maximo rendimiento es de 50% en peso (23) la produccién minima de torta de higuerilla

debié ser una cantidad igual a la produccién de aceite crudo.

1.3 Biocombustibles.

El desarrollo de produccion de combustibles de fuentes renovables es muy
importante debido a que en la actualidad el 92% de la energia consumida en el mundo
proviene de fuentes no renovables y se espera que para el 2030 la demanda de energia
aumente un 44% (3).Por lo anterior, la basqueda de nuevas fuentes renovables se hace
indispensable que por un lado ayuden a reducir la dependencia a los combustibles fésiles

y por otro sean amigables con el medio ambiente.
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Los biocombustibles son combustibles producidos a partir de biomasa (24) ; es
decir, de fuentes naturales y renovables; tales como el biogés y el bioetanol, que pueden
ser empleados para hacer trabajar maquinas de combustion interna (25).

1.3.1 Tipos de biocombustibles.
Los biocombustibles se pueden clasificar de acuerdo a la materia prima y la

tecnologia empleada en su proceso de elaboracion en (26):

a) Biocombustibles de primera generacion. Son elaborados a partir de insumos
que también son de consumo humano tales como la soya y la palma para el caso de

biodiesel, la cafia y el maiz para la elaboracion de bioetanol.

b) La segunda generacién de biocombustibles. Es obtenida a partir de materia
prima que no son de consumo humano como tal como residuos agroindustriales, aceite de

ricino, jatropha, aceite quemado y las grasas animales.

c) La tercera generacion de biocombustibles. Se obtiene de cultivos que requieren
mas investigacion y desarrollo para comercializar, tales como arboles de crecimiento

rapido alterados genéticamente y algas (26) (27).

1.4 Bioetanol.

El bioetanol es un biocombustible que ha adquirido gran relevancia en los dltimos
afios debido que en varios paises como Estados Unidos, Argentina y Europa, Paraguay,
etc. han emitido normativas que exigen mezclar biocombustibles a los combustibles

fésiles. Dichas normativas produjeron un incremento su produccion y consumo (28) (29).

El bioetanol es una fuente de energia renovable que puede ser producido a partir
de materia prima agricola; sin embargo, hay que tener especial cuidado respecto a la
eleccion de la materia prima que se emplee para su elaboracion ya que debe tomarse en
cuenta que no debe ser fabricado a partir de materia prima de consumo humano o animal
como es el caso del maiz, la remolacha, la cafia de azlUcar correspondiente a

biocombustibles de primera generacion (30).
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Al respecto, una alternativa para evitar el uso de materias primas consumidas por
el ser humano la constituye el empleo de materia prima de segunda generaciéon, como es
el caso de la biomasa lignocelulésica. En cuanto a la torta de aceite de ricino, en donde la
presencia de la proteina ricina la inhabilita para la elaboracion de productos alimenticios y
la perfila para su empleo en la produccion de bioetanol. Se puede pensar incluso en la
implementacion de una biorefineria en donde se produzca biodiesel a partir del aceite de
higuerilla y bioetanol a partir de la torta de prensado (31). Una biorefineria incentivaria el
desarrollo de nuevos procesos productivos para la obtencién de productos que en la
actualidad se obtienen a partir de derivados del petréleo.

1.4.1 Bioetanol a partir de residuos lignocelulésicos.

Cabe advertir que en la produccion de bioetanol a partir de cafia de azlcar,
remolacha, maiz o trigo tiene elevados rendimientos debido a su elevado contenido de
azucares (32). En el caso de la cafa de azucar y la remolacha la obtencion de azucares
es practicamente directa y aunque la produccién de bioetanol a partir de cereales requiere
un proceso de licuefaccion y sacarificacion, no dejan de tener rendimientos méas elevados
que los obtenidos mediante residuos lignocelulésicos que requieren de procesos mas
drasticos y complejos que implican pretratamiento e hidrdlisis (33).

A pesar de la diferencia de los rendimientos es menester atender a experiencias
pasadas como lo fue el aumento en indice de precios de los cereales de grano, aceite y
azucar en un 70%, 69% y 260% que se atribuy6 al empleo de estas materias primas para
la elaboracion de biocombustibles (34) (35). Por ende, debe continuarse realizando
investigacion que lleve a la produccién de etanol a partir de biomasa lignocelulésica con
mayores rendimientos que haga posible el aprovechamiento la celulosa y hemicelulosa

tan abundante en el planeta (30).

La produccion de bioetanol a partir de residuos lignocelulésicos comprende tres
etapas basicas: pretratamiento, hidrélisis y fermentacion (36). El diagrama de flujo de la
figura 1.8 representa el proceso de produccion del bioetanol y se puede observar que en
la etapa de pretratamiento se pretende extraer la celulosa, hemicelulosa y lignina a fin de
liberar a las dos primeras y dejarlas libres para el proceso de hidrdlisis o sacarificacion, en

donde el objetivo principal es obtener azucares hidrolizando la celulosa y hemicelulosa
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(37) para posteriormente pasar al proceso de fermentacién, en el que se obtiene el
bioetanol mediante la fermentacion de los azlcares (38).

RESIDUOS
—»
AGROINDUSTRIALES FRETRATAMIENTO

—Y

Lignina | { Ccelulosa { Hemicelulosa )

Hidrolisis

J/ Azicares
° fermentables /

Fermentacion

BIOETANOL

Figura 1.8. Diagrama de flujo del proceso para la obtencién de bioetanol.

De las cuatro etapas anteriormente mencionadas, el pretratamiento es una etapa
indispensable para el procesamiento de biomasa lignocelulésica que complementa la

hidrdlisis enzimatica y posibilita la obtencion de altos rendimientos de bioetanol (36) (38).

1.5 Pretratamiento.

El pretratamiento tiene por objeto hacer mas accesible la celulosa y la
hemicelulosa, mediante la degradacion de la lignina, reduciendo la cristalinidad de la
celulosa, preservando la hemicelulosa y degradando la estructura de la lignina para su
posterior eliminacion (39) (40).
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El pretratamiento es de suma importancia en la produccién de bioetanol a partir de

residuos lignocelulésicos ya que esta etapa representa por lo menos el 20% del costo

total de produccion y puede ser considerado como la etapa mas cara del proceso (39)

(40).

Existen tres tipos de pretratamientos: fisicos, quimicos y biolégicos. En la tabla 1.1

se define cada tipo de pretratamiento, se dan ejemplos de cada tipo de pretratamiento y

se mencionan sus ventajas y desventajas.

Tabla 1.1 Definicion de proceso fisico, quimico y biolégico.

Pretratamiento Fisico. Quimico. Bioldgico.

Definicion. Los tratamientos fisicos | Son aquellos que se | En el pretratamiento
son aquellos en los que | utilizan para eliminar el | biolégico se emplean
se pretende disminuir el | contenido de lignina de | microorganismos
tamafio de particula de | los residuos | capaces de degradar la
la biomasa para | agroindustriales lignina, la celulosa y la
aumentar el é&rea de [ mediante hidrdlisis | hemicelulosa. Incluye el
superficie especifica | alcalina o acida. Estos | empleo de micelio de
disponible, reducir el | tratamientos hongos de la pudricién
grado de polimerizacion | comprenden: la hidrélisis | marrén, suave y blanca.
y la cristalinizacion de | 4cida, hidrdlisis alcalina | También se emplean
celulosa. Algunos de los | y mediante solventes | bacterias como E. Coli
pretratamientos  fisicos | organicos (36). pero para incrementar el
son métodos como el de rendimiento de la
trituracion, explosién de produccion de bioetanol,
vapor, procesos es decir para la
hidrotérmicos, etc. (36) degradacion de celulosa
(41). mas que de la lignina

(40) (42).
Ejemplos En un estudio utilizando | Zhou vy colaboradores [ Lee y colaboradores
biomasa de cosechas, | reportaron rendimientos | reportaron una
miscanthus y pasto | de 77.6% vy 73.6% | biodegradacion de hasta
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varilla realizado por Miao
y colaboradores
encontr6 que a menor
tamafio de particula es
mayor el  consumo

energético (43).

aplicando diluciones de
acido sulfurico de 1%
durante 5y 10 minutos a
pasto varilla (44).

77% en césped comun
aplicando el hongo

Cyathus stercoreus (39).

Ventajas

Incrementa el area
superficial especifica y
disminuye el tiempo de

digestién (39) .

Alto

eliminacion de lignina y

grado de

altos rendimientos de

hidrélisis (39).

Es un método seguro y

amigable con el medio

ambiente, ademas de
que no requiere
temperaturas elevadas

(39). En el caso de los
hongos de la pudricion
blanca el mismo residuo
puede ser empleado
como sustrato para el

cultivo del hongo (36).

Desventajas

Requieren grandes
cantidades de energia
que provoca el aumento
en los costos de
produccién, ademas de
gue no degrada por
completo la lignina (36)
(40).

consumo de

En ocasiones el
energia
necesario para llevar a
cabo este tratamiento es
mayor la que tiene la
biomasa tedricamente

(39).

Tienden a ser muy caros
debido a la necesidad de
contar con magquinaria
resistente a la corrosion,
los lavados que se
requieren para la
eliminacion de los
guimicos, asi como su
recuperacién, manejo y
confinaciéon de residuos

peligrosos (36).

Requiere mayor tiempo
gue los métodos fisicos

y quimicos (39).
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Cabe recalcar que el mismo residuo lignocelulésico sirve como sustrato para el
cultivo de los hongos, lo cual tiene dos ventajas; la primera es que se evita la inversion en
sustrato y la segunda es que los mismos hongos producen las enzimas que degradaran
dicho sustrato, cosa que no ocurriria en caso de que el cultivo se hiciera en medio liquido
(36) (45).

En el caso de los hongos de la pudricion marrén, atacan la celulosa sin atacar
efectivamente a la lignina, por lo que este tipo de hongos son propuestos para la hidrdlisis
mas que para el pretratamiento, tal como lo propuso Deswal en biomasa lignocelulésica
previamente tratada con acido sulflrico para posteriormente degradar la celulosa con
Fomitopsis sp (46). y Valdeir Arantes propone el uso del hongo Wolfiporia posterior al
pretratamiento con el hongo de pudricién blanca P. medulla-panis (47).

En cuanto a los hongos de la pudricién blanca atacan tanto a la celulosa como a la
lignina, por lo que son mas eficientes en la degradacion de residuos lignocelulésicos.
Hatakka y colaboradores estudiaron el pretratamiento de la paja de trigo por 19 hongos de
la pudricion blanca y encontraron que el 35% de la paja se convierte en azlcares
reductores mediante el pretratamiento Pleurotus ostreatus en 5 semanas (45). Esta es
una de las razones por la cual se eligié al hongo Pleurotus djamor, el cual pertenece al
grupo de hongos de la pudricién blanca.

Otras de las ventajas del uso de pretratamientos biol6gicos es que al evitar el
empleo de sustancias peligrosas, se prescinde de los lavados y no se requiere utilizar
temperaturas elevadas, por lo cual los costos de operacion son considerablemente

menores comparado con los demas métodos (45).

1.6 Generalidades de los hongos.
En general los hongos son organismos formados por células eucariotas, es decir,
por células que presentan ndcleos bien definidos. Los hongos se forman por estructuras

en forma de filamentos tubulares llamadas hifas (48).

Las hifas representan la unidad estructural de la mayoria de los hongos. Crecen
por sus puntas y se ramifica abundantemente, lo cual origina una red de hifas a la que se
le denomina micelio (48) (49), que rodea e infiltra a las sustancias de las que se alimenta

para posteriormente generar el talo o cuerpo en el caso de hongos multicelulares. El
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cuerpo esta formado también a base de hifas (49). En la figura 1.9 se puede observar la
fisiologia de un hongo, en donde las hifas se encuentran a lo largo de todo el hongo, el
micelio es la base del cuerpo y la estructura reproductiva se localiza en la parte superior,
donde se generan las esporas (48) (49).

Micelio

Figura 1.9. Fisiologia del hongo.

Una de las principales funciones de los hongos en los ecosistemas es el de
descomposicion de la materia organica generada por otros seres vivos, esta accion es
realizada por su fase miceliar, mediante la produccion de enzimas extracelulares (50). En
la figura 1.10 se presenta la fase miceliar del hongo, Pleurotus djamor, en ocasiones

incluso el micelio toma la tonalidad rosa caracteristico de esta cepa.

Figura 1.10 Hongo Pleurotus djamor en fase miceliar.
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Cualquier especie fungica es capaz de descomponer soélo ciertos compuestos
organicos (celulosa, quitina, queratina, lignina, proteinas, hidrocarburos, etc.) y un cierto
namero de microorganismos incluyendo a bacterias y protozoos. Estos microorganismos
son requeridos para llevar a cabo la completa descomposicion de los residuos, existiendo
una secuencia que depende de la habilidad nutricional de cada microorganismo Algunas
especies inician el proceso de descomposicion, pero su actividad se detiene ante la
acumulacion de determinados metabolitos (productos del metabolismo) o por la
incapacidad de proseguir el desdoblamiento por falta de enzimas adecuadas, siendo
reemplazadas por otros que contindian y terminan el proceso (49).

Los hongos se pueden clasificar en relacibn a la forma de nutrirse y
comportamiento ecoldgico. En la tabla 1.2 se pueden observar los tipos de hongos y su
descripcion (51).

Tabla 1.2. Clasificacion de los hongos respecto a la forma de nutrirse y

comportamiento.

Clasificacion. Descripcién. Ejemplos
Saproétrofos Obligados. Viven y extraen sus nutrientes | Aspergilus, Mucor vy
de materia organica muerta. penicilium.

Necrotrofos | Facultativos | Son simbiontes facultativos que | Hongos del  género
se nutren de plantas viva y | Fusarium, Pythium,
pueden vivir o no asociados con | Rhizopus, Rhizoctonia.

otros organismos Vvivos.

Obligados Este tipo de hongo penetra en | Existen hongos del
el tejido y hacen que muera. género Fusarium,

Verticillium y Septoria.

Bi6trofos Facultativos | Pueden estar o no como | Fusarium, Verticillium.
simbiontes. Si son simbiontes,
obtienen nutrientes desde las
células vivas. También pueden
alimentarse de manera

saprotrofa.
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Obligados Estos organismos estdn en la | Algunos carbones vy
naturaleza sélo como | Bortritis.
simbiontes y mantienen una

alimentacion biétrofa

Los hongos paréasitos pueden vivir a expensas de tejidos vivos de un organismo,
absorbiendo azucares y aminoécidos simples de las células vivas del hospedante
(biétrofos), por lo que ocasionan enfermedades; o bien le causan la muerte por toxinas o
la destruccion de tejidos por enzimas y luego utilizan la materia organica (necrétrofos)
(50).

La mayoria de los hongos son saprofitos, es decir, requieren de materia organica
en descomposicion para su alimentacion, también pueden ser parasitos de plantas y
animales. Los saprofitos se alimentan de materia organica muerta: restos de plantas y
animales, sustancias de desecho, productos sintéticos y cualquier elemento soluble que
difunda en el medio. Necesitan compuestos carbonados ricos en energia elaborados por
otros organismos; son degradadores por excelencia cumpliendo un papel muy importante

en los ciclos de los nutrientes junto con las bacterias, actinomycetes y protozoos (50).

Es conveniente para el planeta la abundancia de hongos saprofitos ya que la
mayor cantidad de residuos proviene de los vegetales, los cuales contienen altos
porcentajes de lignina y celulosa. La madera por su parte esta constituida mayormente
por estas sustancias y a los hongos degradadores de la madera se les denomina “hongos
de la pudricién (52). Son hongos que producen alteraciones de color y cambios en sus
propiedades fisicas y quimicas, provocando graves alteraciones en la estructura de la
madera mediante la liberacién de enzimas que inicialmente provocan un cambio de color
seguido de una reduccion de peso especifico y aumento de humedad y finaliza con la
degradacién de la estructura de la madera que provoca una pérdida total de las

caracteristicas fisico-mecanicas de la madera (53).

Se les clasifica en: hongos de la pudricién oscura o marrén, hongos de la pudricion
blanda y hongos de la pudriciéon blanca (52). En la tabla 1.3 se describe brevemente la
forma de ataque de los tres tipos de hogos Pleurotus y se hace mencion de algunos

ejemplos.
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Tabla 1.3. Clasificacion y ejemplos de los hongos Pleurotus.

Hongo de la Ataque. Ejemplos.
Pudricion:

Blanda. Ataca maderas puestas en contacto con el | Chaetomium, Xylaria,
suelo. Atacan sobre todo la celulosa de la | Hypoxylon, Alternaria,
pared secundaria de la célula que le da una | Coniothyrium,  Humicola,
consistencia blanda a la madera (53). Stemphylium, y Stysanus

(54)

Marrén. Se caracteriza por que los hongos | Serpula Lacrymans, Pora
causantes de la pudricibn marrdn | spp. y Coniophora puteana
concentran su ataque en la celulosa, | (54).
pentosas y hemicelulosa de la pared
celular, dejando un material carbonoso
formado por lignina. La madera atacada
presenta un color marrén y tiende a
agrietarse en forma de cubos (53).

Blanca. Se caracterizan por degradar mas la lignina | Coriolus Versicolor, Fomes
que la celulosa, dejando como residuo un | sp., Pholiota sp.,
complejo de celulosa. La madera atacada | Polystictus sp. Y Pleurotus
toma un color blancuzco y un aspecto | spp. (54).
fibroso (53).

Varios estudios se enfocan en la habilidad de los hongos de la pudricién blanca en
la degradacién de compuestos resistentes, principalmente los de la familia Phanerocaete

donde se encuentra el género Pleurotus spp (55).

1.6.2 Pleurotus spp.

El género Pleurotus spp, presenta distribucion cosmopolita, se cita tanto en Africa,
Ameérica, Europa, Asia y Australia, e incluye especies comestibles de alto valor econémico
en varios paises, pleurotus ostreatus (Jacq. Ex Fr) Kumm (Hongo ostra), es la especie

mayormente cultivada (56).
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En México su habitat generalmente se localiza en zonas tropicales y subtropicales.
Este género crece durante todo el afio en las zonas de alta humedad y en algunas
regiones fructifican preferentemente en la época de lluvias en los meses de junio a
septiembre (57) (58).

Los nombres comunes con que se les conoce varian, dada su amplia distribucién y
segun la ubicacién geografica en la que se encuentre. Asi tenemos que en el estado de
Morelos se le conoce con el nombre de “Oreja de Cazahuate”, “Hongo de Cazahuate”,
“Cazahuate”. En el estado de México en Laguna Zempoala, y Huautla de Jiménez
Oaxaca, como “Oreja Blanca”, En Calacuya y San Lorenzo Zacamulpa, Estado de México,
como “Hongo de Maguey”. En Tehuacan Puebla como “Hongo de Encino” y en la parte
central de Puebla (Atlixco) se le conoce como “hongo de cazahuate”. En Xalapa Veracruz,
se le conoce como “Hongo de Patancan”. En Perote y Totalco, Veracruz, como “Hongo de
Maguey”. En Uxpanapa, Veracruz como “Hongo de Cazahuate” y en el Estado de
Quintana Roo como “Kushun — che”. En Coatepec, Veracruz y alrededores como “Hongo
del Bagazo” (58).

Como se puede observar los nombres comunes hacen alusion al tipo de sustrato
en el que crece y da una idea de la gran variedad de sustratos en la que el hongo
Pleurotus puede desarrollarse.

El hongo (“spp” significa que el género Pleurotus, tiene varias especies), ha sido
objeto de varias investigaciones en diferentes contextos, se han realizado estudios donde
se demostro que P. ostreatus degrada la lignina conjuntamente con la celulosa, lo que ha
permitido su cultivo industrial sobre residuos agroindustriales con fines alimenticios,
constituyéndose en el tercer hongo cultivado mas importante para propdsitos alimentarios
(59). Nutricionalmente es rico en proteinas, fibra, hidratos de carbono, vitaminas y
minerales, ademas de tener un sabor y olor Unicos (56) (60). En el area de la medicina se
ha encontrado que el género Pleurotus lleva a cabo actividades antibacteriales,
antivirales, antitumores, hematoldgicas y que ayuda en la reduccion de los niveles de
colesterol (60). Mas estudios se han hecho en relacion a los factores nutricionales de este

género.
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1.6.3 Especies del género Pleurotus.

Las principales especies en el género Pleurotus frecuentemente discutidas en la
bibliografia, asi como las mas cultivadas en laboratorios, comercialmente y utilizadas en la
investigacion cientifica son las siguientes: P. ostreatus, P. abalonus, P. citrinopileatus, P.
columbinus, P. cornucopiae, P. cystidiosus, P. djamor (citado como P. flabellatus), P
dryinus, P. eryngii, P. levis, P. opuntiae, P. pulmonarius (citado como P. florida) y P. sajor-
caju, entre otras (61).

El micelio de estos hongos se ha empleado en procesos de biorremediacién
ambiental, debido a que puede retener o inmovilizar en sus paredes celulares a diferentes
metales pesados, tanto en aguas residuales como en el suelo aprovechando la capacidad
del hongo de absorber y acumular metales en su fase miceliar (62). Enzimaticamente
tiene la propiedad de degradar compuestos hidrocarbonados con estructuras complejas,
por lo que se ha comprobado su eficiencia en la degradacion de derivados del petroleo
(63). Se le ha utilizado como generador de lacasas para decolorar colorantes textiles de
estructura azoica (R-N=N-R") (64) (65).

1.6.4 Pleurotus djamor.

El hongo Pleurotus djamor es lignolitico, es decir, que se alimenta de la lignina
degradandola mediante la produccién de enzimas extracelulares, es decir, que son
producidas dentro de las células de los hongos y realizan su funcién fuera del micelio.
Crecen en forma de repisa de 20 a 60 mm de ancho sésil, liso, carnoso que va de color
rosa a rojo, que suele tener un desarrollo muy rapido (66) (67) y tiene un himeneo con

laminas delgadas juntas entre si del mismo color que el pileo (68).

Por lo general, crece en grandes conjuntos sobre troncos podridos o frutales en
descomposicién. Crecen con las primeras lluvias y permanecen durante toda la
temporada. En la figura 1.11 se puede observar un espécimen de Pleurotus djamor y sus

partes.
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Figura 1.11 Partes del Pleurotus djamor.

La figura 1.12 (69), presenta la distribucién geogréafica de éste hongo alrededor del
mundo. Los puntos amarillos sefialan a México en varios sitios, Costa Rica, Argentina,

Brasil, Hawai, Tailandia, Jap6n, Malasia, Singapur, entre otras.

Figura 1.12. Distribucién geografica del hongo Pleurotus djamor.

En este trabajo se ha elegido el Pleurotus djamor por no formar parte de las
especies mas consumidas en México, ademas de elegir la variedad rosa debido a que la

mayoria de las especies de pleurotos consumidas son blancas o grisaceas (68).

La eleccion de este hongo para realizar este trabajo de tesis se debe a sus

propiedades caracteristicas de producir enzimas lacasas, xilanasas y celulasas.
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1.7 Enzimas.
Si bien es cierto que los hongos Pleurotus son degradadores de lignina, celulosa y

hemicelulosa, también es cierto que esto lo hacen mediante las enzimas que desprenden.

Las enzimas son proteinas cuya accién biolégica consiste en la catalisis de las
reacciones del metabolismo, las cuales tardarian mucho de no ser por la intervencion de

las enzimas (70).

Para entender cémo trabajan las enzimas se puede abordar el mecanismo de
accion de las enzimas desde dos perspectivas. La primera es en términos de los cambios
de energia que ocurren durante la reaccién y la segunda describe cémo el sitio activo

facilita la catdlisis (71).

En cuanto a la primera; la eficiencia de la reaccién enzimatica se debe a que al
agregar las enzimas especificas al sustrato disminuye significativamente la energia
minima que se requiere para que un sustrato se convierta en producto en sin la presencia
de las enzimas. En la figura 1.13 se observa la energia libre de activacién requerida por
los reactantes para llevar a cabo la reaccién es muy elevada, mientras que la linea
continua indica una energia libre de activacion menor cuando se agrega las enzimas
adecuadas para dicho sustrato, mismo que va a poder convertirse en productos en menos

tiempo y con menos energia (71) (72) .

Estado de transicion

Energia libre

Estado
inicial
(reactivos)

estado final (productos)

progreso de reaccion

Figura 1.13 Comparacion de energia libre de activacion de una reaccién cony sin

enzimas catalizadoras.
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Aunque por ahora no existe alguna explicacion en términos quimicos que pueda
explicar la forma en que se lleva a cabo una reaccion enzimatica, se tiene certeza de que
un elemento esencial en estas reacciones es la unién de sustratos (o productos). La unién
del sustrato ocurre en o cerca de una regién de la molécula de la enzima conocida como
sito activo, que es la otra forma de entender la forma de trabajo de las enzimas que ya se
habia mencionado (73)

El sitio activo (desde la perspectiva del sustrato) puede ser una hendidura o una
concavidad profunda en donde el sustrato adecuado se une, al parecer, solo en la
orientacion requerida y como cualquier catalizador acelera la reaccién sin ser consumido
en el proceso. En la figura 1.14 se observa la accion de la enzima en un sustrato
especifico, donde una enzima libre se une de manera temporal a la molécula de sustrato
libre formando un complejo sustrato enzima en donde el sustrato se convierte en producto
y se libera dejando libre a la enzima que se recupera y vuelve a estar libre para volver a
unirse a un sustrato libre (71) (73).

Sustrato libre Productos
45 1) El sustrato se -
~= 3 une al sitio activo | Q
[ '\ 4)seliberael

Producto
2) Se forma el 3) El Sustrato
Sitio activo Complejo se convierte
Enzima-Sustrato en Producto
Enzima

Enzima libre ‘/
——

5) Se recupera
la enzima

Figura 1.14. Accién de una enzima libre en un sustrato especifico.

En la tabla 1.4 se pueden apreciar los factores que afectan la velocidad de
reaccion de las enzimas; como la temperatura favorece hasta determinado punto y en qué
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condiciones puede llegar a ser perjudicial, pH, mismo que varia con respecto al tipo de

enzima y concentracion.

Tabla 1.4. Factores que afectan la velocidad de reaccion de las enzimas.

VARIABLE DESCRIPCION.

Concentracion. | La velocidad de reaccion [umoles de producto formado/min] de una
enzima aumenta con la concentracion del sustrato hasta llegar a su
velocidad maxima. La nivelacion de la velocidad de reaccion a altas
concentraciones de sustrato refleja la saturacion con los sustratos de

todos los sitios de unién disponibles en la enzima (71).

Temperatura. Incremento de la velocidad: La velocidad de reaccion aumenta con
la temperatura hasta que la velocidad maxima es alcanzada que va
de 35 a 40°C. Esto se debe que el aumento de la temperatura
ocasiona un aumento de la velocidad de las moléculas del sustrato y
des enzimas, lo que aumenta la posibilidad de que ocurran colisiones
moleculares entre la enzima y el sustrato. Formandose mayor

cantidad de complejo enzima-sustrato (71).

Decremento de velocidad: Las temperaturas mayores a la 6ptima
provocan un decremento de la velocidad. Producto de Ila
desnaturalizacion de la enzima debido a la alta vibracion que causa

el rompimiento de los enlaces de hidrégeno (71).

pH. Los cambios del pH pueden afectar la unién entre sustrato y enzima
ocasionando la ruptura de diversos enlaces en la enzima que
provoca un cambio en el sitio activo y desnaturaliza la enzima. El pH
Optimo varia segun la enzima de la que se trate. Para enzimas
celulares el pH 6ptimo en 7, para las digestivas varia de 1 — 6 y para

enzimas de la cavidad oral de 8 — 12 (71).
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CAPITULO I
METODOLOGIA.




En éste capitulo se abordan los métodos, reactivos y materiales para la realizacion
de este trabajo de tesis. En primer lugar se presenta la metodologia para la obtencioén de
la torta de extraccion de aceite de ricino a la que se sometié a una segunda extraccion de
aceite por maceracion, asi como las técnicas empleadas para el analisis quimico
proximal, sus modificaciones y la caracterizacion fisicoquimica que aport6 informacion de
la composicion de la torta de extraccion de aceite de ricino. También se encuentra
descrito el método que fue empleado para el cultivo en sustrato solido (en este caso la
torta), asi como la técnica empleada en la extraccion de las enzimas extracelulares
producidas por el hongo Pleurotus djamor y la determinacion de actividad enzimética de
celulasas y xilanasas. Ademas, se incluyen las caracteristicas de los equipos empleados

para el andlisis de la torta de extraccion, asi como para las determinaciones enzimaticas.
2 .1 METODOS

2.1.1 obtencion de residuo.

Para obtener el residuo lignoceluldsico o torta de extraccion se pesaron en una
balanza analitica marca Denver Instrument 10 kilogramos de semilla de higuerilla
recolectada en estado silvestre en las coordenadas 18°59'52” N — 98°20’53”0
correspondientes a la ubicacién de Cuacnopalan, Puebla, México. Posteriormente, se
realizo la extraccion de aceite de semilla de ricino mediante prensado mecéanico caliente a
220°C en la prensadora AMEX-PLUS de 5.6 Kw/(61rpm) ubicada en el laboratorio de
biocombustibles de la Facultad de Ingenieria Quimica de la BUAP.

2.1.2 Determinacién de la cantidad de aceite de ricino en la torta.

Después de haber obtenido la torta o residuo lignoceluldsico se procedié a tomar
muestras con el fin de obtener la cantidad de aceite contenido en la torta, el cual se
realizé mediante el método soxhlet (1). En primer lugar se llevé a peso constante un
matraz de bola marca IVA (2). Posteriormente, se agregaron 200 mL de alcohol al 99.8%
de pureza marca Meyer secado por el método descrito por Armaregon y Perrin (3). El
matraz fue ensamblado a un dispositivo de extraccion soxhlet en el que fue colocado un
capuchon de celulosa marca Startorius grado 30 de 33 x 80 mm con 10 gramos de torta
pesada en la balanza analitica y se tapd con algodén. El equipo de extraccion fue
conectado a un refrigerante tipo Allihn de vidrio conectado a su vez a un recirculador

marca Eseve.
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Posteriormente, se evapord el alcohol del aceite mediante una destilacién a
presion reducida con un vapor marca BURICH R-3 a 60°C con vacio y, finalmente, se

peso el matraz con aceite obtenido.

Para la determinacion de aceite se utilizo la formula 1:
. P-p
% de aceite = EVIRe 100 [1]

Donde
P = Masa en gramos del matraz con grasa.
p = Masa en gramos del matraz sin grasa.

m = Masa en gramos de la muestra.

2.1.3 Disminucién de porcentaje de aceite en torta.

Debido a que en el laboratorio no se cuenta con un aparato soxhlet de gran
capacidad para la recuperacion del aceite contenido en la torta, se le trat6 con una
antigua técnica reportada conocida como maceracion (4) (5). Dicho tratamiento consistio
en mantener sumergida la torta en metanol (99.8% de pureza marca Meyer) con una
proporcion 1:1 durante dos semanas; posteriormente, se le retir6 el metanol y se le
reemplaz6 por nuevo metanol en la misma proporcion, se dejé macerar durante tres dias
realizando agitaciones periédicas. Luego de transcurrido el tiempo se drend, se dejé secar

y se realiz6 la determinacion de aceite por el método soxhlet (1).

2.2 Analisis quimico proximal.
El analisis quimico proximal consiste en realizar la determinacién del porcentaje de

agua, lipidos, carbohidratos, fibra cruda, proteinas y cenizas contenidos en una muestra.
Para lo cual se realizan una serie de andlisis por triplicado a fin de tener una buena

aproximacion.
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2.2.1 Determinacion de proteinas.

La determinacién de proteinas es posible debido a que se compone principalmente
de nitrégeno y a que se encuentran reportados factores mediante los cuales es posible
determinar su porcentaje. Estas son las bases de la técnica empleada para la
cuantificacién de proteina empleada conocida como Kjeldahl (6). Consiste en agregar una
mezcla de sulfato de potasio y sulfato cliprico a 0.02 a 0.04 gramos de muestra libre de
grasa a la que se agregaron 3 mL de acido sulftrico en un tubo Kjeldahl marca Eseve.
Consecutivamente, se introdujeron en un aparato Kjeldahl y se aument6 la temperatura a
100°C, en donde permanecié durante 30 minutos, se aument6 después a 200°C durante
30 minutos y finalmente se aument6 a 300°C donde permanecié hasta cambiar de color.
Cuando esto sucede se esper6 a que se enfriara y se le agregd 50 mL de agua destilada
y 10 mL de NaOH al 40%.

Posteriormente, se realiz6 una destilacion simple empleando una manta de
calentamiento marca Eseve de 250 mL en donde se llevé a punto de ebullicion la solucion
obtenida de la digestion en un matraz de bola de 250 mL marca Kimax Kimble
ensamblada a una cabeza de destilacion que contenia 5 mL de &cido bérico al 4% y 2
gotas de reactivo wesslow unida a un refrigerante. El destilado fue recuperado en un
matraz Erlenmeyer de 125 mL marca Schott y titulado empleando una bureta marca
Kimax Kimble con HCI 0.02N. Se utilizé la férmula 2 para la determinacién de nitrégeno y

el factor de conversion correspondiente a semillas y oleaginosas reportado por la FAO (7).
% Nitrégeno= (VxNx0.014x100)/m [2]
Donde:
V= volumen de aforo.
N= Normalidad de HCI.

m= masa de la muestra.
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2.2.2 Determinacion de agua.

Luego de haber extraido exceso de aceite y secar los residuos lignocelulésicos se
realizo la determinaciéon de humedad mediante el método reportado por la FAO (8), en
donde se utilizé un crisol que se llevé a peso constante (2). Se pesaron 5 mg de muestra
en una balanza analitica y se sometié a una temperatura de 130°C durante 3 horas en
una estufa marca Binder; posteriormente, se sacé de la estufa, se dejo enfriar en un

desecador y se peso en la balanza analitica.

La formula 3 fue empleada para la determinacion de humedad:

g de muestra—g de muestra seca

% de humedad =

X 100 3]

g de muestra

2.2.3 Determinacién de cenizas.

Una vez realizada la determinacion de humedad se procedié a definir la cantidad
de cenizas contenida en el residuo lignocelulésico se siguié el método descrito en la
Norma Mexicana NMX-Y-093-SCFI-2003 (9), en el que se llevo el crisol a peso constante
(2), se pesaron 2 gramos de muestra, se metieron a una mufla marca Terlab a 600°C
durante 2 horas, se dejo enfriar el crisol, se pasé al desecador y se peso en la balanza

analitica. La férmula 4 fue empleada para la determinacion de cenizas:

g de crisol con cenizas—g de crisol

% de cenizas = x 100 [4]

g de muestra

2.2.4 Determinacion de fibra cruda.

Por otra parte, la determinacion de fibra (2) se realiz6 mediante el método
reportado en el manual de evaluacion de alimentos de la FAO (10). Para realizar la
determinacion de lignina se pesaron 2 gramos de muestra libre de grasa y se agregaron a
un vaso de precipitado de 500 mL al que se vertieron 200 mL de acido sulfirico con perlas
de ebullicion y se llevaron a punto de ebullicion en una parrilla eléctrica marca Cimarec
durante 30 minutos, se filtrd y se repitié el procedimiento con la solucion de NaOH, se
filtrd, dicho filtrado se colocd en un crisol y se meti6é a una estufa marca Blinder a secar a
120°C durante una hora, posteriormente, se saco, se dejo enfriar en un desecador y se

peso.
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Luego de haber obtenido el primer peso se meti6 a la mufla a 600°C, se dejo
enfriar un poco, se colocé en el desecador y se pesé. La formula 5 fue empleada para la
determinacioén de fibra cruda.

P1-P2

%FIBRA = W

x 100 5]

Donde

pl: Fibra

p2: Ceniza

w: Peso total de la muestra.

2.2.5 Determinacion carbohidratos totales.
En lo que respecta a la determinaciobn de carbohidratos se calcula como la
cantidad necesaria para completar 100% del analisis quimico proximal (13) (14). Para el

calculo de cenizas se empled la formula 8.

%Carbohidraros = 100% — %humedad — %lipidos — % carbohidratos —

% fibra cruda — Y%proteina — %cenizas 0 .. [6]

2.2.6 Determinacion de lipidos.
Una vez disminuido el contenido de aceite en la torta de extraccion se determiné el

contenido de aceite en la torta.

2.3 Caracterizacion fisico quimica.
La caracterizacién fisicoquimica consisti6 en la determinacién de azlcares
reductores directos, azlcares reductores totales, la determinacion de lignina, de

carbohidratos y de pH.
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2.3.1 Determinacion de azucares reductores directos y azucares reductores
totales.

Los azucares reductores directos son los azucares provenientes de la glucosa y la
fructosa mientras que los azlcares reductores totales son polisacaridos que provienen de

la sacarosa, la celulosa o de otros polisacéridos (15).

La determinacion de azucares reductores directos se realiz6 mediante la técnica
de Lane-Eynon descrita por la norma mexicana NMX-F-312-1978, la cual consiste en

realizar una titulacion.

En primera instancia se realiza una alicuota con 3 g de torta de semilla de
higuerilla aforando a 100 mL de agua, posteriormente se realiza una solucion mezclando
5 mL de reactivo Fehling A, 5mL de reactivo Fehling B marca Meyer y 200 mL de agua
destilada. La solucién fue llevada al punto de ebullicién, se agreg6 azul de metileno y se
titulo con la alicuota. En el caso de la determinacion de carbohidratos totales se somete la
alicuota a una hidrdlisis por medio acido empleando una solucién de éacido clorhidrico
(2:1) que se calentd a ebullicibn durante 30 minutos y se procedié a realizar el mismo

procedimiento que en la técnica de azUcares totales.

La féormula 8 fue empleada para ambas determinaciones:
. F+V
% azUcares reductores = m—*gX 100 [7]

Donde:

F: Factor de Fehling equivalente a 0.5

V: Volumen del aforo

m: Masa de la muestra

g: Volumen del filtrado empleado en la titulacién

2.3.2 Determinacion de lignina.

La lignina fue determinada por el método de Klason (11), en el que se introdujeron
250 mg de muestra libre de aceite en un matraz de 150 mL, se le agregd 2.5 mL de acido
sulfarico al 72% y se mantuvo en ebullicibn durante 30 minutos. Acto seguido, fueron

agregados 70 mL destilada y se introdujeron a una autoclave marca presto de 21L a
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120°C y 120 Kg/cm?. Posteriormente, se filtr6 en un crisol Gooch y se realizaron lavados
hasta alcanzar un pH de 6. Para la determinacion de lignina se hizo uso de la férmula 6:

% Lignina = (M) [8]

Wmuestra

Donde:
ws. peso final.
w;: Peso de crisol y papel filtro.

Wmuestra:Peso de la muestra.

2.3.3 Determinacion de celulosa.
La determinacion celulosa se realizé por balance, tomando en cuenta que la fibra
cruda es la suma de la celulosa y la lignina de acuerdo a lo estipulado por la FAO (12), en

la formula 7 se observa la forma en la que se calcul6 la celulosa.

Celulosa = Fibra cruda — Lignina [9]

2.3.4 Determinacion de pH.
El pH se determind mediante la técnica descrita en la norma mexicana NMX-F-
317-S-1978 (16) que consiste en calibrar el potenciémetro a 4 y 7 con soluciones patrén,

una vez calibrado se realizaron soluciones de 9 mL por cada 3 g de muestra a 20°C.

2.4 Produccion de micelio.

La cepa de Pleurotus djamor empleada fue recolectada en el municipio de Atlixco,
Puebla por el laboratorio de micologia del ICUAP y cultivada a 28°C. Esta cepa fue
multiplicada en bateria de micelio a emplearse en el cultivo, para lo cual se requirio
elaborar agar de papa con una composicién aproximada por litro de 4 g de almidon de
papa, 20 g de dextrosa y 15 g de agar, se esterilizé a 120°C y 15 psi de presion durante
15 minutos. Se dejo enfriar y se verti6 en cajas petri dentro de una campana de flujo

laminar marca Alder.
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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
(17). Se introdujeron en una incubadora microbiolégica marca Rios Rocha a 28 °C durante
5 dias.

Este procedimiento se repiti6 dos veces mas a fin de asegurar que la cepa

estuviera libre de agentes contaminantes.

2.5 Ensayo experimental.

Con el fin de determinar si en realidad era necesaria 0 no la paja para aumentar el
area de contacto, se realizaron pruebas preliminares con 100% torta a la que se etiqueto
como 100T, 90% torta - 10% paja (etiguetada como 90T), 80% torta — 20% paja
(etiguetada como 80T) y 70% torta - 30 % de paja (etiguetada como 70T). Dicha paja fue
procesada y agregada al residuo lignoceluldsico que llamaremos sustrato cuando se trate
del cultivo. Se aument6 la humedad al 80% agregando agua destilada, fueron pesados 17
gramos de muestra en una balanza analitica e introducidos en tubos de vidrio con tapa de

rosquilla.

Posteriormente, se esterilizaron en una autoclave marca Presto a 120°C y 15 psi
durante 20 minutos, se dejo enfriar y se realiz6 el cultivo mediante la técnica de Pitt y
Hoking, inoculando cada unidad experimental con iguales cantidades de biomasa
miceliar(0.1g de micelio en peso seco) (17), se introdujeron en la incubadora microbilégica

marca Rios y Rocha a 28°C, se observé el crecimiento y se determiné el sustrato a usar.

2.6 Cultivo en sustrato.

Inicialmente se procedi6 a la homogenizacién del tamafio de particula. Para lo cual
se emplearon tamices de acero inoxidable del nimero 10, 20 y 40, quedando dos
muestras; la primera en un intervalo de 0.420 — 0.841mm y la segunda en un intervalo de
0.841 — 2.0 mm. Posteriormente se aumentd la humedad del sustrato al 80% y se
prepararon 38 tubos de vidrio con tapa de rosquilla en los que se agregaron 15 gramos
del sustrato humedo a cada uno. A continuacion se esterilizaron en una autoclave marca

presto a 120°C y 15 psi durante 50 minutos, se dej6 enfriar y se realiz6 el cultivo mediante
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la técnica de Pitt y Hoking (17), se introdujeron en la incubadora microbioldgica a 28°C,

durante 8 dias y a partir del dia 8 se realizaron 6 extracciones enziméaticas cada 3 dias.

2.7 Extraccion enzimaética.
Como se menciona en el apartado anterior se realizaron 6 extracciones a partir del

dia 8 de incubacién cada 3 dias y fueron etiquetadas como lo ilustra la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Codigos extracciones enziméaticas.

Dia | pH4.8 | pH5.3
8 1C 1X
11 2C 2X
14 3C 3X
17 4C 4X
20 5C 5X
23 6C 6X

Para la extraccién enzimatica se retir6 el micelio y se homogenizé el sustrato en el
gue se crecid el hongo durante la etapa de cultivo en la etapa anterior. Se pesaron 10
gramos de muestra, se le agregaron 15 mL de solucién Buffer de Citratos pH 4.8 para
favorecer estabilidad de celulasas y pH 5.3 (18) (19) para favorecer la estabilidad de
xilanasas y se homogeneizaron en un agitador de rotacién circular a 90 rpm marca Civeq

durante 5 minutos.

Una vez realizada la agitacion se realizd la separacion de sélidos agregando el
extracto enzimatico en tubos falcon con punta de 50 mL, se sometieron a centrifugacion
durante 35 minutos a 3000 rpm en una centrifuga Solbat, se verti6 en otro tubo de
centrifuga y se volvié a centrifugar a 3000 revoluciones durante 35 minutos. Después, se
llenaron tubos eppendorf de 2 mL y se congelaron a -20°C para su posterior

determinacién de actividad enzimética.

2.8 Determinacion enzimética.
Para la determinacion enzimética de xilanasas y celulasas se requiri6 de una
solucion de xilano al 0.5% utilizando xilano marca sigma CAS 9014-63-5 y una solucion

carboximetilcelulosa (CMC) al 0.5% empleando CMC marca Meyer Cat.5895 asi como
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una solucion 3,5 DNS marca Aldrich, buffer de citratos pH 4.8 y 5.3, se empleé la técnica
de Miller (20) encubando 5 minutos tanto celulasas como xilanasas. La lectura de la
actividad enzimética se realizd en un espectrofotometro marca Jenway 6405V/Vis (190 a

1100nm) a una longitud de onda de 540A, en donde se leyo la absorbancia.

Mediante la férmula de la pendiente obtenida en la curva de calibracion se obtuvo
la actividad enzimatica expresada en Ul/gss que equivale a unidades internacionales por

gramo de sustrato sélido en buffer de citratos con pH 4.8 y buffer de citratos pH5.3.

2.9 Curva de calibracion.
La curva de calibracion se realizé mediante la técnica reportada por Pickering (21),
se obtuvo la formula de la pendiente que se encuentra en el anexo, misma que se empled

para la determinacién de xilano y CMC consumidos por el extracto enzimatico.

2.10 Biodegradabilidad enzimética.

Para la biodegradabilidad enzimatica se emplearon las enzimas extracelulares
generados por el hongo Pleurotus djamor en los dias de mayor actividad
correspondientes al dia 11 con buffer de citratos pH 4.8 que favorece la estabilidad de
celulasas (18) producidas en el sustrato con tamafio de particula 0.841 — 2 mm y del dia
14 con buffer de citratos de pH 5.3 que favorece la estabilidad de xilanasas (18)
producidas en el sustrato con tamafio de particula 0.420 — 0.841 mm. En lo que respecta
a la preparacion del sustrato, el procedimiento fue el mismo que el empleado en la

seccion 2.1.13 de este mismo capitulo.

Las enzimas fueron diluidas en buffer de citratos en una proporcién 1:1 e
incubadas con base al método descrito por Dagnino (22) agregando 20 mL de solucion
enzimatica y variando las condiciones a 90 rpm durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se dejaron actuar en una estufa microbiolégica y se realizé
determinacién de lignina los dias 5, 10 y 15 de ambos tamafos de particula siguiendo el

procedimiento descrito en el apartado 2.1.8
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2.11 EQUIPOS.

2.11.1 DRX.

La torta extraccion de aceite de ricino fue analizada en un difractrometro de rayos
X marca Bruker C8 Discover, que trabaja con un haz de electrones que provienen de un
filamento de cobre cuya longitud de onda es 1.5418 A. Las condiciones de andlisis fueron
0.6 segundos de tiempo de paso, 0.04° de tamafo de paso en un intervalo de 2 theta de 5
a70°.

Aprovechando que se realiz6 la deconvolucién, se llevo a cabo el célculo del indice

de celulosa cristalina, la cual se obtiene mediante la férmula 10:

Ier picorter pico 3t cr pico 4
C =100 x L £ £ [%] [10]
Ier picorter pico 3t er pico 4 Hno—crist

C es indice de celulosa cristalina
Icr picol representa el area bajo la curva de la reflexién centrada en 15 grados de
20
Icr pico2 la reflexién centrada en 16.5 grados de 26
Icr picod la reflexién centrada en 22.8 grados de 26.
Ino-crist es el area bajo la curva del pico asignado a la seccién no cristalina

de la celulosa (23).

Para la determinacion del tamafio de cristal se emple6 la ecuacién de Scherrer que

se presenta en la férmula 11.

g = kxA
~ FWHM(S)XCos6

[11]
Donde:

B es el tamafio promedio de cristal

K es el factor de forma del cristal y su valor es de 1.0 15

A es la Longitud de onda de la radiacion utilizada (ACu)
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0 es la posicién del pico de difraccion.

FWHM (S) es el ancho a la altura media del pico de difraccion de la muestra

2.11.2 Microscopia electrénica de barrido.

Se emple6 un equipo JEOL JSM-6610 LV para realizar la microscopia electrénica
de barrido SEM (por sus siglas en inglés Scanning Electron Microscope) y el andlisis
elemental. Para lo cual se adhiri6 la muestra en una cinta de carbono doble cara;
posteriormente, se recubrid con oro empleando electrones secundarios en el caso de la
microscopia y para el andlisis elemental por Espectroscopia de Dispersion de Energia
(EDS, por sus siglas en inglés), se analiz6 la muestra empleando electrones

retrodispersados sin haber recubierto la torta.

2.11.3 Determinacion de area especifica.

Con el fin de comparar el area especifica de la torta y de la paja se realizaron
mediciones pesando 0.5012 g de torta de prensado y 0.5015 g de paja para lo cual se
utilizé N, a -196°C en el equipo Chemisorb 2750 sin llevar a degasificacion. La
determinacion del area especifica se realizé utilizando el método desarrollado por
Brunauer, Emmet y Teller (BET) (24).
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CAPITULO Il
DISCUSION DE
RESULTADOS.




En éste capitulo se planteara la importancia de la determinacion del analisis
guimico proximal y los resultados obtenidos. Asi mismo se encuentran reportados los
resultados de la medicién del area superficial de la torta de extraccion de semilla de
higuerilla y la paja utilizada en la fase previa y del ensayo preliminar al cultivo del hongo,
con concentraciones de 70%, 80% y 100% torta de extraccion. También se muestran los
resultados obtenidos en el DRX, la microscopia electrénica de barrido, la actividad
enzimatica de celulasas y xilanasas y por ultimo la biodegradabilidad enzimatica con pH
4.8y5.3.

3.1 Obtencion de residuo.
El proceso de extraccion de aceite elegido para este trabajo de investigacion fue el
de prensado térmico debido a que es comun su uso en la industria por su bajo costo y la

rapidez del proceso (1).

En la extraccion realizada se obtuvo un 54% de torta y un 44% de aceite crudo, es
decir, aceite con sélidos. En la figura 3.1 se observa el aceite obtenido mediante éste
método v la torta de extraccion. El aceite tienen una consistencia muy espesa al enfriarse
y color café como se aprecia en el inciso a. En lo que respecta al inciso b, es visible la

apariencia de la torta en forma de hojuelas delgadas de color oscuro.

Figura 3.1. a) Aceite crudo y b) Torta de prensado.

En la figura 3.2 se observa el balance de materia de la extraccion de la semilla de
higuerilla. Se puede apreciar que se obtiene 5.4 Kg de aceite crudo, al que posteriormente

se le debieron eliminar los solidos para su empleo y 4.4 kg de torta que equivale al 44%
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de residuos en esta etapa. Dichos residuos son la materia prima de este trabajo de

investigacion y a los que se les busca dar un valor agregado.

| 4.4 kg torta
10 kg semilla >
e
—_— 0.2kg pérdida 5.4 kg aceite
crudo.

Figura 3.2 Balance de materia de semilla prensada.

Por otra parte, se realiz6 la determinacion de aceite contenido en una muestra de
la torta de extraccion y se encontr6 que contenia el 6% en peso de aceite y 94% de
residuo lignocelulésico. Lo cual coincide con lo reportado en bibliografia; en donde se
reporta que en la torta llegan a quedar de 4 a 7% residual en la torta (2).

Posteriormente se realizé la disminucién de aceite contenido en la torta mediante
la técnica de maceracion reportada en el apartado 2.1.3 del capitulo dos. El contenido de
aceite restante posterior a la maceracion se encuentra reportado en el apartado 3.2

correspondiente al andlisis quimico proximal.

3.2 Anélisis Quimico Proximal

La importancia del analisis quimico proximal recae en que sus resultados sirven
para determinar la composicion quimica que sirve como referente del posible éxito en la
proliferacién del hongo en la torta, asi como en la cuantificacion de azlcares disponibles
en el residuo. Su determinacion consiste en calcular la humedad, cenizas, proteinas,

grasas Y la fibra cruda repitiendo los experimentos tres veces como minimo.

Este andlisis se ha empleado en diversas investigaciones para la caracterizacion
de la biomasa; como es el caso Satyanarayan Naik, quien lo emple6 para la
caracterizacion en la produccion de biocombustibles de origen renovable (3); por Ayan

Demirbas, que lo us6 para caracterizar biomasa para su utilizarla en biocombustibles y
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guimicos (4) y en el andlisis de paja de arroz para elaboracion de bioetanol por

Parameswaran (5), por mencionar algunas.

La tabla 3.1 expone los resultados obtenidos en el andlisis quimico proximal de la
torta de extraccion de la semilla de higuerilla base himeda. Se puede observar que esta

compuesto mayormente por fibra cruda y en menor cantidad por lipidos.

Tabla 3.1. Analisis Quimico proximal de la torta de extraccion de la semilla de

higuerilla.
COMPUESTO g/100gTorta
Agua 6.78+1.08
Lipidos 4.3610.47
Carbohidratos 16.1+
Fibra Cruda 51.15+1.31
Proteinas 16.92+3.43
Cenizas 5.28+0.35

La fibra cruda es “el residuo organico insoluble, remanente después de extraer un
material libre de grasa con acido y alcali diluidos, bajo condiciones controladas” (6).

Cuantifica el contenido de lignina y celulosa existente en una muestra (7).

Existen dos puntos fundamentalmente que le brindan la importancia a la

cuantificacién de la fibra cruda en este trabajo.

El primero es que la celulosa y la lignina son indispensables para el crecimiento de
los hongos pertenecientes al género Pleurotus debido a que estas sustancias son su

fuente de energia (8).

La propagacion del hongo es posible gracias a su eficaz bateria enzimatica, capaz
de degradar grandes polimeros como la lignina y la celulosa (9). Esto da origen al
segundo punto que consiste en la alta expectativa de que al haber alto contenido de
lignina y celulosa exista la produccién de enzimas extracelulares producidas por el hongo

capaces de degradar el sustrato.
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En la tabla 3.1 se observa que el contenido de fibra cruda corresponde al 51.15%
de fibra cruda en la torta de higuerilla, lo cual es benéfico dada la explicacion anterior. Al
comparar este resultado con el reportado por Lacerda de 28.84% se encuentra que es 1.8
veces mayor, casi el doble (10), esto se puede atribuir a la diferencias que pueden existir
entre variedades y en las condiciones de cultivo; tales como precipitaciones, suelo y
temperatura, que influyen en el crecimiento y composicién del reino vegetal (11), y/o al
proceso de extraccibn empleado en la torta estudiada por Lacerda ya que la torta de
extraccion con la que trabajé fue donada por la industria y es probable que se hayan
realizado practicas comunes en la extraccion de aceites como el re-uso de la torta, el pre-
calentado de la semilla a temperaturas desconocidas, el triturado de la semilla o

eliminacion de la testa.

En lo que respecta al contenido de grasa, aunque bajo, llama la atencion debido a
que los hongos del género Pleurotus crecen en sustratos libres de grasa por lo que podria
esperarse que su presencia fuera perjudicial; sin embargo, se ha reportado que el
crecimiento del hongo no se ve interferido y que al contrario, la presencia de lipidos en el
sustrato contribuye al crecimiento del micelio y estimula el crecimiento de carpo6foros o
cuerpos fructiferos (12). En consecuencia el aceite contenido en la torta no es

impedimento para el cultivo y desarrollo del micelio del hongo.

Como se puede apreciar en la tabla 3.1, el resultado de este estudié fue de 4.36%
de aceite. Este contenido concuerda con la caracterizacion reportada por Lacerda, que

reporta un porcentaje de aceite de 3.05% (10).

En segunda posicién se encuentran las proteinas, las cuales se encuentran
compuestas mayormente por nitrégeno, el nitrdgeno cuantificado en una muestra se
multiplica por un factor reportado en bibliografia y que puede variar segun la naturaleza de
la muestra. Razén por la cual el método inicialmente cuantifica el nitrdgeno, mismo que,
aungue en pequefios porcentajes, es requerido para el crecimiento del hongo Pleurotus
spp (13). Pardo reporta que se requiere un porcentaje de 0.6 a 1.5% sobre materia seca
(24).

En la determinacion de nitrégeno se encontrd un porcentaje de 2.96%, mismo que
resulta ligeramente superior al requerido, que al ser multiplicado por el factor de
conversioén correspondiente a semillas y oleaginosas reportado por la FAO (6) se obtuvo

un porcentaje de proteina de 16.92%,
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El contenido de proteinas es seguido del contenido de carbohidratos, que se llevo
a cabo por diferencia empleando la formula 6 apartado 2.2.5 del capitulo dos (15) (16). El
porcentaje de carbohidratos obtenido fue de 16.1%. Al comparar el contenido de proteinas
y carbohidratos reportados por Annongu de 35.43% y 24.88 (17), se encontré que
superan 2 y 1.5 veces a los obtenidos en esta investigacion. Esto se atribuye al método
de extraccion, debido a que Annongu realizo la extraccion por solvente y la semilla no
presentd perdida alguna de sélidos correspondientes sobre todo al endospermo formado
por almidén y dextrinas y otras sustancias que en el método de prensado se van con el
aceite crudo (aceite con sdlidos). Dichas sustancias contribuyen al aumento en el
contenido de proteinas y carbohidratos. A este hecho se le agrega la diferencia en
variedades de semillas, ya que en el estudio realizado en este trabajo se hizo uso de

semilla silvestre mientras que Annongu empleé una semilla comercial de alto rendimiento.

Respecto a la humedad, es un dato de vital importancia a pesar de ser bajo, esto
debido a que el sustrato de cultivo de hongos debe mantener una humedad que oscila
entre 70 y 85% para su desarrollo eficaz (18), en la tabla 3.1 se reporta que la humedad
determinada fue de 6.78%, que triplica el contenido de agua con respecto a la analizada
de Annongu de 2% (17), esto se atribuye a que su muestra fue triturada previo a la

extraccion, lo cual propici6 pérdida de humedad.

La determinacion de humedad fue crucial debido a que permitid realizar los
calculos necesarios para concluir que a cada 100 gramos de muestra se debe agregar

67.79 mL de agua para conseguir una humedad de 80%.

En cuanto a la determinacién de cenizas, proporciona informacion acerca de la
calidad del alimento (en este caso residuo) a evaluar ya que indica el residuo inorganico
gue queda después de que la materia organica se ha quemado. Este porcentaje ayuda a
hacer una cuantificacion acertada y a completar el balance total (19). La torta de
extraccion present6 el 5.28% de cenizas, que al ser comparado con el porcentaje
obtenido por Annongu de 7.14% se puede observar que el contenido de cenizas es muy
similar con una variacion de 2% entre uno y otro, lo cual indica que su residuo inorganico
es practicamente el mismo. Este resultado se empled para calcular el porcentaje de

carbohidratos contenidos en la muestra.
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3.3 Caracterizacion fisicoquimica.

En otro orden, la caracterizacion fisicoquimica corresponde a la determinacion de
azUcares reductores directos, azucares reductores totales, lignina, celulosa y pH. En la
tabla 3.2 se exponen los resultados obtenidos en dicho estudio.

Tabla 3.2. Caracterizacion fisicoquimica de la torta de higuerilla.

CONTENIDO %

AzUcares reductores directos. 4.61+0.12

Azlcares totales. 24.56+4.06
Lignina. 41.1+1.50
Celulosa 10.05

pH 5.8

Se puede observar en la tabla 3.2 que el porcentaje de azlcares reductores totales
es 5.3 veces mayor que el porcentaje de azlcares reductores directos. Siendo esto de
vital importancia debido a que hay una mayor cantidad de azlcares totales disponibles en
la etapa de fermentacién. Esto se debe a que la técnica de determinacioén de azucares
totales consiste en la degradacién de todas la fuentes potenciales de azlUcares como la
celulosa, hemicelulosa y el almidén dando como resultado las azUcares que son

cuantificadas finalmente (20) (21) de la torta de extraccion del aceite de ricino.

Por otro lado, la lignina es una de la sustancia mas abundante en el reino vegetal,
como ya se habia mencionado en el capitulo uno su funcion es dar estructura y soporte a
la planta (22). En la planta las paredes celulares de la lignina forman una matriz que rodea
la celulosa y la hemicelulosa, sin embargo, debido a su hidrofobicidad y a la estructura tan
compleja y aleatoria que carece de enlaces hidrolizables regulares, ya que se varia su
concentracion e incluso ubicacion entre cada especie y variedad vegetal que hace
imposible una estandarizacion de su estructura y comportamiento (23). Razoén por la cual
la degradacion de la lignina es un requisito previo a la hidrélisis de celulosa y

hemicelulosa.

Es por esto que la determinacion de la lignina es crucial en esta investigacion. Se
determin6 que el contenido de lignina en la torta corresponde al 41.1%. Recordando que
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la existencia de lignina en el sustrato es un factor primordial para el crecimiento de los
hongos del género pleurotus si se compara el porcentaje de lignina encontrado con el de
las coniferas, que es una especie en las que suele crecer este hongo, con un porcentaje
de lignina de 3 a 27% se encuentra que el contenido en la torta de extraccién es superior
(24). Por lo que la torta de extraccion de semilla de higuerilla es un sustrato potencial para
el cultivo del hongo Pleurotus djamor.

En cuanto al contenido de celulosa se calculd por diferencia empleando la férmula
9 del apartado 2.3.3 capitulo dos. El resultado obtenido fue de 10.05%, que al ser
comparado con el de las coniferas de 58 a 60% (25) y con el de la cafia de azucar de
51.67 (26) resulta ser menos de la quinta parte, sin embargo a diferencia de las coniferas
y el bagazo de cafia que pueden ser empleados como madera y alimento animal
respectivamente la torta de extraccion es un residuo muy economico. La existencia de
celulosa indica la posibilidad de degradacion enzimatica en donde los enlaces de la
molécula de celulosa son destruidos por accién de las enzimas hasta obtener como

producto final moléculas de celulosa (25).

En lo que respecta a la determinacion de pH en la torta, su determinacion es de
vital importancia debido a que para el crecimiento del micelio se requiere un pH neutro o
ligeramente acido (5.5 a 6.5) (27), la medicion del pH en la torta de prensado se midio en
5.8, es evidente que entra en el intervalo requerido para el desarrollo del hongo Pleurotus

djamor.

3.4 DRX.

Este analisis se realiz6 con el fin de identificar si la muestra poseia naturaleza
cristalina o amorfa, debido a que las fases cristalinas de celulosa y hemicelulosa son las
gue buscan degradarse mediante la accion de las enzimas extracelulares producidas por
el hongo. Ademas, de llevar a cabo la identificacion de las fases cristalinas presentes en

esta.

En la figura 3.3 se observan las partes de la semilla de higuerilla con el fin de
conocer los términos a los que se hacen mencién en esta seccion. Se distingue que la
parte que recubre a la semilla de color oscuro se le denomina testa y la parte de adentro

de color blanco es el endospermo.
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Endoespermo

Figura 3.3 Partes de la semilla.

Se hizo la separacién de las partes de la semilla y se analizaron testa y
endospermo por separado mediante la técnica de DRX (28), con el fin de constatar su
contribucién a la torta de extracciéon. El xilano fue incluido debido a que es el principal
componente de la hemicelulosa (29). Por otro lado, la lignina no fue analizada debido a

gue es un compuesto polifendlico que no presenta forma cristalina (30).

La figura 3.4. presenta los andlisis de rayos X correspondientes al xilano,
endospermo, testa y la torta de prensado de la semilla de higuerilla. La muestra xilano
exhibié una sefial ancha centrada a 19,5 ° 20 de que concuerda con los informes
anteriores (31). Por otro lado, el endospermo presenta sélo la sefial caracteristica de
xilano lo cual indica que estd compuesta principalmente de hemicelulosa cristalina. Por el
contrario, la testa esta formada por compuestos inorganicos y organicos ya que exhibio
las reflexiones caracteristicas de los carbonatos de magnesio y calcio, Mgo.120Cagg71CO3
(PDF # 86 a 2336), Mgo03Cag97CO3 (PDF # 89-1304) y carbonato de calcio en su forma
de calcita (PDF # 88-1807). Vale la pena mencionar que la presencia de estos
compuestos de magnesio y calcio que contienen ha sido también identificado en otros

residuos de extraccion de aceite tal como el del aceite de olivo (32).
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¢ (Mgp.120 Ca g71)CO;3
| (Mg 03 Ca 47)CO;3

= CaCo,

Torta

Intensidad Relativa (u.a.)

Xilano

T T T T T T T T
10 20 30 40 50

2 Theta

Figura 3.4 DRX de torta, testa, endospermo y xilano.

En el mismo contexto, la muestra de la torta de extraccion también presenta las
reflexiones caracteristicas de celulosa y un "hombro" continuo entre 16 y 22 grados theta.
Es notable que la torta de ricino exhibié un patrén de polvo de rayos X muy similares en
comparacion con la testa, excepto por el atribuido a la sefial de xilano el cual aparece mas

intenso en la torta de ricino.

Para evidenciar que la sefial apreciada entre 16 y 22 grados de 2-theta pertenece
efectivamente al xilano se realiz6 una deconvolucién de las sefales correspondientes a la
celulosa (JCPDS #03-0289). La Figura 3.5 exhibe la posicion de 2-theta y los indices de

Miller de las reflexiones caracteristicas de la celulosa nativa.

60




(CEH1206 )«
Native cellulose
Ref: Andress, Z. Phys. Chem. [Leipzig), 136, 279 [1928)

-

Fixed Slit
Intensity

26
14.090
14.901
16.433
17.333

20.638
22841

Para llevar a cabo la deconvolucion de las sefales se empled el método el de

46.53

T T T T
10 20 30 40 26°

Int-f h k || 28 Intf  h k || 25 Int-f
20 101 28216 40 1 3 0 |34.880 80
80 _ 23.061 40 1 2 2 | 38608 40
70 111 |30376 40 41.581 B0
20 101 | 3247 40 1 3 1 | 42609 20
60 0 2 1 |34.080 B0 3 1 0 | 44367 20
100 0 0 2 |34802 40 2 3 1 |46532 40

Figura 3.5 Ficha JCPDS de la celulosa nativa.

deconvolucion de los picos (33).

El método de ajuste se basa en la convolucion de las sefales de las reflexiones
centradas en 15, 16.5 y 22.8 grados de 2-theta, respectivamente. Ademas, se considera
una sefial correspondiente a la reflexién de la seccion amorfa (~21 de 26). Las formas de
las reflexiones se ajustaron con perfiles tipo Pearson VII ajustando libremente la

intensidad, posiciébn y anchura. La Figura 3.6 presenta el patrén de difraccion de la

celulosa donde se ilustra el método de deconvolucién de los picos.
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Figura 3.6 llustracion del método de deconvolucion de los picos.

La figura 3.7 muestra las sefiales obtenidas al realizar una deconvolucion de las
sefales localizadas entre 11 y 29° de 2-theta. En el inserto de la Figura 3.7 se identifican
los datos experimentales como triAngulos negros, el ajuste como una linea continua azul,
las lineas verdes como aquellas correspondientes a la celulosa, la linea roja como la
sefal asignada a la seccién amorfa y, finalmente, la azul oscuro atribuida al xilano. Como
puede apreciarse, la deconvolucién concuerda perfectamente al ajuste realizado por lo
gue, de acuerdo a la Figura 3.7 puede indicarse que la torta de extraccion contiene mayor

cantidad de xilano que la testa.
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Figura 3.7 Deconvolucion de torta de ricino.

Segun los expertos, el aceite de ricino estd contenido en el endospermo y no en la
testa. Durante la extraccién de aceite mecanica, la semilla pasa a través del sistema de
prensado expeller, el aceite se extraido al romper las paredes celulares. Entonces, el
aceite crudo, que contiene también restos de la testa y el endospermo se recoge en una
cubeta debajo de la maquina, mientras que la torta de aceite sale del extremo del eje
expulsor (34). Como la torta de extraccion de aceite de ricino esta compuesta por la testa
y restos de endospermo (que segun el analisis DRX, solo exhibié las reflexiones
caracteristicas de xilano) es comprensible que la contribucién de xilano al patrén
difracciébn de rayos X haya generado un incremento en la intensidad de la seccién
atribuida a este compuesto.

Los valores del indice de celulosa cristalina indicaron una disminucién en la torta
de ricino (0.799) en comparacion con la testa (0.862), lo cual se atribuy6 a una pérdida de
cristalinidad debido al proceso de extraccibn mecénica. Esto también fue corroborado por
los valores del tamafio promedio de los cristales de celulosa obtenidos del plano (002) (23

y 21 A para testa y torta, respectivamente).

63




3.4 Microscopiay EDS.

Las imagenes de SEM de la torta se exhiben en la figura 3.8. Los resultados
revelaron que la muestra presenta dos microestructuras diferentes: la primera de ellas,
que representan la mayoria de la muestra, se exhibe la figura 3.8 inciso a y fue
identificado como la contribucion de la testa a la torta de ricino que concuerda con
resultados anteriores (35). Se ha reportado que la testa se compone de tres capas:
tegumento, células de Malpighi y la epidermis. En este sentido sélo el tegumento se
identific6 claramente ya que las otras secciones fueron destruidas durante la extraccién
de aceite. La segunda microestructura presenta una forma esférica (ver figura 3.8 inciso
b) que correspondia a los 6rganos de lipidos y proteinas (35). Como estos érganos de
lipidos y proteinas se han identificado como parte del endospermo es reconocible que
durante la extraccién de aceite del endospermo se mantuvo en la torta de extraccién de

aceite.

Figura 3.8 Microestructuras de la torta de ricino.

En este contexto, las imagenes SEM estan en buen acuerdo con los resultados de
DRX. El analisis EDS revel6 que la torta de ricino contenia mayormente C, O, K, P, Mg y
S como lo muestra la tabla 3.3, lo que se debe a que las plantas estdn compuestas
mayormente por carbono, oxigeno e hidrégeno y en menor proporcion por elementos

conocidos como macronutrientes que entran en la planta en forma de iones disueltos en el
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agua que la planta absorbe por la raiz como el nitrégeno, el potasio, magnesio, fésforo,
calcio y azufre (36).

Tabla 3.3 % en peso de elementos en la torta de extraccion.

Elemento % peso
Carbono 42.64+14.81
Oxigeno 41.69+8.77
Potasio 1.51+2.13
Fosforo 3.34+5.61
Magnesio 1.94+2.94
Azufre 0.40+0.59

3.3 Inoculacion de Pleurotus djamor en la torta de extraccion.

Debido a que en otros estudios con pifia se ha empleado la paja para aumentar el
area de contacto (37) se propuso inicialmente combinar el residuo lignocelulésico
obtenido de la extraccion de aceite de semilla de higuerilla con paja debido a que al no
haber estudios anteriores del empleo de la torta de extraccion como sustrato del hongo
Pleurotus se desconocia si seria apto para el crecimiento del micelio, caso contrario de la

paja, la cual ha mostrado ser un excelente sustrato para el cultivo de Pleurotus (38).

Con el fin de comparar el area de contacto de la torta de higuerilla y compararla
contra la de la paja se realiz6 la determinacion del area superficial especifica. Se encontro
que la paja tiene un area especifica de 3.41m?/g mientras que la torta de 3.19m?%g, por lo

que se encontrd que el area especifica no llegé a variar ni un 10%.

Razoén por la cual, con el fin de aprovechar al maximo la torta de prensado y no
aumentar el costo de produccion se decidi6 determinar si el crecimiento del micelio era
posible en la torta sin necesidad de ser mezclada. Por tal motivo se prepararon las
muestras descritas en el apartado 2.5, capitulo dos; etiquetadas como 100T, 90T, 80T y

70T, que se presentan etiquetadas en la figura 3.9.
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Figura 3.9. Cultivo de Pleurotus djamor dia 1.

La figura 3.10 corresponde a los 5 dias, en donde se puede apreciar en todas las
muestras un crecimiento radial caracteristico de los hongos. En la muestra 70T se
presentd un crecimiento radial amplio, en donde las hifas se han desplazado con mayor
longitud, dando como resultado una invasién mas agresiva en comparacion con el resto
de las muestras. La muestra 80T por su parte mostr6é una invasion agresiva, s6lo un poco
menor a la de la muestra 70T. La muestra 90T y 100T presentan un crecimiento

ligeramente mas lento que la muestra 80T.

Lo interesante de estos resultados es que la muestra 100T present6 un desarrollo
favorable, ya que como se observa en la imagen 3.10 el crecimiento en la muestra 100T

es menor a la 70T aproximadamente por un 30%.

Figura 3.10 Crecimiento del hongo Pleurotus djamor 5 dias.
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En este mismo sentido, los resultados obtenidos en el dia 8 se presentan en la
figura 3.11. Se observa que todas las muestras han sido invadidas, sin embargo la 70T
siguié mostrando mayor avance, pues se aprecia que las hifas han invadido por completo
el sustrato al grado de no permitir ver el sustrato. Por otro lado las muestras 80T y 90T
mostraron una invasion menos agresiva pues el sustrato aun es visible. Por su parte la
muestra 100T presenté una invasion ligeramente menor, ya que a pesar de que no es
visible el sustrato, se observa claramente que el crecimiento no se desplazé hasta los
extremos superior e inferior a diferencia de las muestras 90T, 80T y 70T.

Figura 3.11 Crecimiento del hongo Pleurotus djamor, 8 dias.

Este resultado aunado a las diferencias minimas en las areas de los sustratos llevé
a la decision de utilizar la torta de extraccion pura, es decir la muestra 100T con dos
tamafios de particula; etiquetada como A el intervalo 0.420 — 0.841 mm y como B el
intervalo de 0.841 — 2mm.

3.6 Determinacion de la actividad enzimatica.

La determinacion de la actividad enzimatica exhibe el potencial de degradacion de
determinada sustancia en un periodo de incubacion (39). En donde la enzima cumple una
funcion de degradacion especifica. En este caso se determinaron celulasas y xilanasas
gue son capaces de degradar celulosa y xilano respectivamente. Para la determinacién de

la misma es necesario realizar una curva de calibracion de celulosa y xilano a fin de

67




conocer la absorbancia de dicha sustancia a diferentes concentraciones y cuyos

resultados se localizan en el anexo.

3.6.1 Actividad enzimatica de xilanasas.
La determinacién de actividad de xilanasas es posible gracias a que se emplea

una solucion de xilano a la que se le agrega el extracto enzimatico, el reactivo DNS y se
incuba propiciando que las enzimas xilanasas degraden el xilano especificamente. Es por
esta razon que fue necesario realizar la curva de calibracion de xilano para su

cuantificacion posterior.

En la Tabla 3.4 se muestran las actividades enzimaticas de xilanasas en el
sustrato con tamafio de particula en el intervalo 0.420 — 0.841 mm y 0.841 — 2 mm. La
primera determinacion se realiz6 en el dia 8 debido a que en este dia el hongo cubri6é en
su totalidad al sustrato; actividad enzimética de xilanasas en el dia ocho se cuantificé en
64.1 Ul/gss, posteriormente se observa una ligera baja en el dia 11, para posteriormente
alcanzar su mayor actividad el dia 14 con 65.98 Ul/gss y volver a descender el dia 17. La
méaxima actividad se refiere a un estado de alta concentracién de xilano, es decir, que a
mayor contenido de xilano la actividad enzimatica de xilanasas es mayor, ya que la
concentracion es uno de los factores que contribuyen a la actividad enziméatica tal como
se menciona en la tabla 1.4 apartado 1.7. Mientras que el descenso dramatico se atribuye
a una disminucién en la concentracién de xilano (40), esto es que debido a que se agota

el xilano las xilanasas disminuyen su actividad.

Tabla 3.4 Actividad enzimatica de xilanasas Ul/g ss.

Dia | 0.420 — 0.841 mm 0.841-2.00 mm
Xilano Ul/gss w
8 64.1+0.06 54.14+0.03
11 62.18+0.09 60.55+0.08
14 65.98+0.02 60.12+0.04
17 64.48+0.06 62.43+0.02
20 62.29+0.03 45.92+0.02
23 52.01+0.08 16.25+0.09
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En la figura 3.12 se muestra la comparacion de la actividad enzimética de 0.420 —
0.841mm contra la de 0.841 — 2.00mm, como se puede observar la actividad enzimatica
de xilanasas en términos generales fue mayor en la muestra con menor tamafio de
particula (0.420 — 0.841mm) que en la muestra de tamafio de particula 0.841 — 2.00mm.
Esto se atribuye directamente al tamafio de particula de la muestra debido a que reporta
la bibliografia que influye directamente en la cantidad de extracto de hemicelulosa. De
manera que a menor tamafio de particula mayor disponibilidad de hemicelulosa (41)
misma que estd compuesta por xilano razon por la cual hay mayor concentracion de

xilano y por lo tanto mayor actividad enzimatica de xilanasas.
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Figura 3.12 Grafica comparativa de actividades enzimaticas de xiladasaspor tamafio de

particula.

Cabe mencionar que la produccién de enzimas xilanasas no presenta un
comportamiento uniforme entre sustratos diferentes. Tal es el caso de estudios realizados
a tiempos similares a los trabajados en esta investigacion con diferentes sustratos; como
la realizada por Luna que empled P. Ostreatus en rastrojo de cebada y reporté una
actividad méxima a los 12 dias de 80.5 U/gss con un tamafio de particula de 2cm (42), en
residuos agroindustriales de platano reporta Reddy 0.14U/mg ss a los 20 dias con un

tamafio de particula de 0.5 cm (43).
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3.6.2 Actividad enzimatica de celulasas.

Por otra parte al realizar la determinacién de celulasas se empled el reactivo CMC,
el extracto enzimatico, el reactivo DNS y se incub6 a fin de que las celulasas degradaran
el CMC vy asi poder cuantificar la actividad enzimatica de las celusas haciendo uso de la

curva de calibraciéon de dicho reactivo.

En la tabla 3.5 se aprecia la actividad enzimética determinada cada tres dias a
partir del dia 8 en tamafios de particula correspondientes a los intervalos de 0.429-0.841
mm y 0.841-2.00 mm. Se puede advertir que ambos tamafios de particula muestran
actividades enzimaticas aproximadamente 25% menores en el dia 8. Esto se atribuye a
gue al inicio de la propagacion del hongo en el sustrato la concentracién de lignina y
hemicelulosa que protege a las microfibrillas de celulosa no han sido degradadas (ver
figura 1.6 apartado 1.1), por lo que la muestra se comporta como si tuviera baja
concentracion de celulosa, es decir, con actividad enzimatica baja. Por su parte en el dia
11 se encuentra el punto maximo de ambos tamafios de particula, para posteriormente ir
descendiendo los dias 14, 17 y 20 sin llegar a tener un aumento considerable. La mayor
actividad corresponde a elevadas concentraciones de celulosa, debido a que provoca una
activacion proporcional, es decir, a mayor concentracion de celulosa mayor actividad
enzimatica de celulasas, mientras que bajas concentraciones corresponden a menor

actividad enzimatica (40).

Tabla 3.5 Actividad enziméatica de celulasas Ul/gss.

Dia | 0.420-0.841 mm 0.841 - 2.00 mm
CMC Ul/gss CMC Ul/gss
8 84.1+0.06 91.00+0.04
11 125.39+0.05 140.25+0.06
14 110.8040.03 114.92+0.07
17 113.66+0.13 108.42+0.05
20 85.53+0.06 77.52+0.03
23 89.42+0.03 80.22+0.02
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En la figura 3.13 se aprecia claramente que la mayor actividad enzimética de
celulasas se da en el sustrato con mayor tamafio de particula. Esto se atribuye a que a
mayor tamafio de particula el extracto de hemicelulosa disminuye segun Kroguell (41), lo
cual permite el acceso a la celulosa y una mayor actividad enzimética de celulasas debido
a que concentracion es uno de los factores que aumenta o disminuye la actividad

enzimética proporcionalmente (40).
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Figura 3.13 Grafica comparativa de actividad enzimatica de celulasas por tamafio

de particula.

Al igual que con las xilanasas los reportes de mayor actividad enzimatica de
celulasas se reportan a diferentes dias en diferentes tipos de sustratos como los
reportados por Avila de 0.073 Ul/g ss en rastrojo de maiz a los 12 dias (44) y Amare de
12.5 Ul/g ss en salvado de trigo (45). Por lo que se hace evidente que la actividad
enzimatica varia considerablemente entre cada sustrato y no se encuentran similitudes

con otros trabajos.
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3.7 Determinacion de lignina y celulosa posterior a la biodegradabilidad
enzimatica.

Una vez encontrados los dias de mayor actividad enzimatica de xilanasas con pH
5.3 y un tamafio de particula en el intervalo de 0.420 — 0.841 mm y de celulasas con pH
4.8 y un tamafio de particula en el intervalo de 0.841 — 2 mm; se procedié a extraer las
enzimas extracelulares producidas por el hongo Pleurotus djamor y diluirlas en soluciones
buffer de citratos con pH 5.3 y 4.8 en una proporcion 1:1 a fin de cuantificar la
degradacion de lignina y cuantificar la celulosa en la torta de extraccion de semilla de
higuerilla tratada con dichos extractos.

Los resultados obtenidos de la determinacion de lignina tienen una gran
importancia debido a que es la sustancia que se pretende degradar en el pretratamiento.
La tabla 3.6 muestra el porcentaje de lignina contenido en la torta de extracciéon
biodegradada con las enzimas extracelulares del Pleurotus djamor resultante de la
biodegradabilidad enzimatica empleando las enzimas producidas por el hongo Pleurotus
djamor con buffer de citratos con pH de 4.8 y 5.3.

Se puede observar que en ambos casos hay una disminucién de lignina con
relacion directa al tiempo de tratamiento. Al comparar los resultados con la caracterizacion
inicial de 41.1% que contenia la torta de extraccion se encuentra que disminuy6 en un
42.2% el contenido de lignina en la muestra con tamafio de particula de 0.841 — 2 mm y
pH 4.8; mientras que en la muestra con tamafo de particula 0.420 — 0.841 y pH 5.3
disminuyé 46.33%, lo cual concuerda con los resultados reportados por Salvachua en el
empleo de Pleurotus alveolaris en paja humeda, la cual disminuyé 43% del contenido

inicial y Pleurotus radiata, que disminuy6 en 40% (46)

Tabla 3.6 Porcentaje de lignina en torta de extraccion de semilla de higuerilla

posterior a aplicacion de enzimas.

pH 5.3

pH 4.8
% lignina

% lignina

5 37.86 +1.36 38.92 +7.72
10 34.71 £1.22 27.39 £2.35
15 23.76 +2.37 22.06 +2.89
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En la figura 3.14 se presenta una gréafica comparativa de la degradacion de lignina
empleando sustrato con tamafio de particula 0.420 — 0.841 mm y pH 5.3 contra tamafio
de particula 0.841 — 2 mm y pH 4.8. Se aprecia que el pH 5.3 presenta una degradacion
de lignina mas veloz que el de pH 4.8, esto se atribuye a dos factores. El primero es que
al tratarse de un menor tamafio de particula al igual que la hemicelulosa la lignina se
encuentra mas accesible y por lo tanto mas degradable y en segundo lugar a que las
hemicelulosas que también dan soporte a la estructura vegetal son degradadas por las
enzimas xilanasas, a las que favorece su estabilidad el pH 5.3. Aunque cabe mencionar
gue se recomienda un andlisis con tiempos mas prolongados para observar el
comportamiento durante un periodo de tiempo mas extenso.
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Figura 3.14 Comparacién de pérdida de lignina.

Por otro lado, la tabla 3.7 presenta el porcentaje de celulosa contenido en el
sustrato con tamafio de particula 0.420 — 0.841 mm y 0.841 — 2 mm posterior al
tratamiento enzimatico con pH de 5,3 y 4.8 respectivamente. Estos resultados son
interesantes debido a que son fluctuantes e incluso se llega a tener mayor porcentaje al
cuantificado inicialmente considerando que fue de 10.05%. Esto se debe a que la lignina 'y
la celulosa forman parte de un porcentaje total (47). De tal forma que el hecho de ser

degradadas lignina y celulosa al mismo tiempo hace posible que se llegue a tener
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porcentajes de celulosa fluctuantes e incluso mayores a los cuantificados inicialmente
debido a que la degradacion de lignina se traduce en mayor disponibilidad de celulosa.,
Esto significa que al disminuir el porcentaje de lignina tan eficientemente el contenido de

celulosa aumenta.

Tabla 3.7 Determinacion de celulosa posterior a la biodegradabilidad enzimética

Dia | pH 4.8 pH 5.3
% celulosa % celulosa
5 9.86+1.15 8.94+0.75
10 12.91+1.21 8.95+1.71
15 11.49+0.75 11.18+1.38

La figura 3.15 exhibe una gréfica comparativa de la variacién en el porcentaje de
celulosa en los sustratos con tamafo de particula 0.420 — 0.841 mm y 0.841 — 2mm al
ser biodegradadas por accién del extracto enzimético a pH 5.3 y 4.8 respectivamente. Se
puede observar que hay un aumento de celulosa del 43% de celulosa en el sustrato con
tamafio de particula de 0.841 — 2 mm en el dia 10 que se atribuye a que con el pH 4.8 se
demora la eliminacién de lignina y xilano por lo que se degrada menor porcentaje de

celulosa al dia 10.

Al mismo tiempo se observa un porcentaje de celulosa mas constante con el pH de
5.3, a pesar de gque se esperaba que al favorecer la degradacion de xilano y de lignina el
porcentaje de celulosa aumentara. Esto significa que el pH 5.3 no sélo favorece la
degradacién de xilano si no también la de celulosa por accibn de aumento de
concentracion de celulosa, recordando que el aumento de concentracién contribuye a la

actividad enzimatica y por ende a la degradacion del sustrato.

En lo que respecta al dia 15 se presenta una concentracién de celulosa similar en
ambos tamafos de particula y pH, ademas de un porcentaje mayor al cuantificado
inicialmente. Este comportamiento lo presentan otros hongos, agresivos con la lignina y
en menor medida con la celulosa, caracteristica general de los Pleurotus; tales como el P.

radiata y P. tigrinus (46).
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Figura 3.15 Comparacion en el porcentaje de celulosa posterior a la

biodegradabilidad enzimética.
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CONCLUSIONES.




Conclusiones.

De acuerdo a lo analizado en este trabajo de investigacion se puede llegar a las

conclusiones siguientes:

10.

Se redujo el aceite residual en la torta de extraccion del 6% al 4.36%.

El andlisis DRX mostré que las sefiales cristalinas en la torta provienen de
la celulosa y xilano, sin que la lignina influya debido a que es amorfa

La torta de extraccidbn de semilla de higuerilla presenta dos tipos de
estructuras; una lisa y una tipo esférica.

El andlisis quimico proximal mostré un alto contenido de fibra cruda y , que
implica altos porcentajes de lignina y celulosa.

Se concluy6 que el hongo Pleurotus djamor es capaz de propagarse en la
torta de higuerilla sin necesidad de agregar algtiin material de soporte.

La torta de extraccion del aceite de ricino es apta para el cultivo del hongo
Pleurotus djamor.

A pesar de que a diferente tamafio de particula se determinaron
actividades enzimaticas diferentes, las variaciones no son contundentes.
Se determind el dia 14 como el de mayor actividad enzimética de
xilanasas. Mientras que para celulasas fue el 11.

El hongo Pleurotus djamor produce una bateria enzimatica eficiente para la
delignificacion de la torta de extraccién de la semilla de higuerilla capaz de
disminuir 42% de lignina en 20 dias con pH 5.3.

Se propone ampliar el intervalo de aplicacion de las enzimas extracelulares
para definir la delignificacion maxima alcanzada por las enzimas

extracelulares del hongo Pleurotus djamor.
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ANEXO.




La figura 3.7 muestra la curva de calibracion de celulosa y la formula obtenida de
la misma, mediante la cual se realiz6 el célculo de la determinacion enzimatica de

celulasas.
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Absorbancia

A.1 Curva de calibracion de celulosa.

En tanto la figura 3.8 presenta la curva de calibracion de xilano y la formula
obtenida de la misma a partir de la cual se realizo el célculo de la actividad enzimética de

xilanasas.
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A.2 Curva de calibracion de xilano.
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